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I Einleitung 

 

I.1 Desmosomen 

Desmosomen gehören neben Adhärenzverbindungen, Tight Junctions und Gap Junctions 

zu den zellverbindenden Strukturen. Der Zellkontakt über Desmosomen stabilisiert das 

Gewebe und schützt es vor mechanischen Scherkräften. Desmosomen kommen beispiels-

weise im Epithelgewebe (Epidermis), Muskelgewebe (Kardiomyozyten) und Nervenge-

webe (meningeale Zellen) (Al-Jassar et al. 2013) und damit in vielen Organen (z.B. 

Milchdrüse, Trachea, Darm, Harnblase) vor. Besonders zahlreich sind sie in Organen und 

Geweben mit mechanischer Belastung (z. B. Haut, Herz) (Al-Amoudi et al. 2011; Amagai 

und Stanley 2012). Die in den Desomomen enthaltenen Proteine gehören zu den drei Pro-

teinfamilien desmosomale Cadherine, Armadillo-Proteine und Plakin-Proteine (Abbil-

dung 1) (Huber 2003).  

Abbildung 1: Aufbau eines Desmosoms zwischen benachbarten Zellen 

Desmosomale Adhäsion zwischen zwei benachbarten Zellen werden im Interzellulärraum durch desmoso-

male Cadherine, Transmembranproteine, vermittelt (Dsc, Dsg). Intrazellulär werden diese durch Proteine 

der Armadillo-Proteinfamilie (PKP und γ-Catenin) an Desmoplakin verknüpft. Letztendlich stellt Des-

moplakin die Verbindung zum Zytoskelett (IF) der Zelle her.  

 



4 

 

I.1.1 Desmosomale Cadherine  

Die desmosomalen Cadherine sind Teil der Cadherin-Superfamilie (Angst et al. 2001), 

die durch mehrere extrazelluläre Cadherin-(EC)-Domäne charakterisiert ist. Die Cadhe-

rin-Superfamilie umfasst sechs Subgruppen (desmosomale Cadherine, klassische Cadhe-

rine, Protocadherine, Cadherine der FAT-Familie, T-Cadherine, Sieben-Pass-Trans-

membran-Cadherine), die sich anhand der Anzahl (2-34) der EC-Domänen sowie der 

Vielfältigkeit ihrer zytoplasmatischen Domäne, die es ermöglicht je nach Subgruppe spe-

zifische Wechselwirkungen mit zytoplasmatischen Komponenten einzugehen, unter-

scheiden (Angst et al. 2001). Die desmosomalen Cadherine ähneln den klassischen Cad-

herinen. Beide besitzen vier EC und eine EA Domäne, aber unterschiedliche intrazellu-

läre Domänen. Die EC-Domänen können homo- oder heterophile Bindungen mit benach-

barten Zellen eingehen (Syed et al. 2002; Chitaev und Troyanovsky 1997; Nollet et al. 

2000). 

 

I.1.1.1 Vorkommen und Struktur 

Desmosomale Cadherine sind unerlässlich für die desmosomale Zelladhäsion und kom-

men in allen Desmosomen vor (Waschke 2008). Insgesamt existieren vier Desmoglein- 

(Dsg)- und drei Desmocollin- (Dsc)-Gene, die auf Chromosom 18 codiert werden (Nollet 

et al. 2000; Whittock und Bower 2003; Garrod und Chidgey 2008; Hunt et al. 1999). Von 

den Dsc-Isoformen gibt es aufgrund eines alternativen Splice-Vorgangs eine a und b Va-

riante (Parker et al. 1991; Mechanic et al. 1991; Collins et al. 1991). Die Dsg- und Dsc-

Isoformen haben ein gewebespezifisches Expressionsmuster. Während Dsg2 und Dsc2 in 

nahezu allen Desmosomen-tragenden Geweben und vermehrt in Herzmuskelzellen vor-

kommen, werden Dsg1, 3 und 4 sowie Dsc 1 und 3 in mehrschichtigen Epithelgeweben 

exprimiert (Waschke 2008; Bazzi und Christiano 2007). Dabei befinden sich Dsg1, Dsc1 

und Dsg4 hauptsächlich in den oberen Epidermisschichten, wohingegen Dsg2 und 3 so-

wie Dsc2 und 3 primär in den basalen, unteren Epidermisschichten zu finden sind 

(Thomason et al. 2010; Saito et al. 2012; North et al. 1996).  

In Desmosomen bilden desmosomale Cadherine eine Brücke zwischen dem extrazellulä-

ren und dem intrazellulären Raum. Mithilfe von Kryoelektronen-Tomographie und Im-

mun-Elektronenmikroskopie können die Strukturen der Desmosomen und deren Interak-

tion dargestellt werden (Al-Amoudi et al. 2011). Die desmosomalen Cadherine sind in 

der Plasmamembran verankert und bestehen aus einem transmembranären, einem intra-

zellulären Carboxyl-terminalen und einem extrazellulären Amino-(N)-terminalen Anteil 
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(Abbildung 2). Dsg und Dsc unterscheiden sich vor allem in ihrem intrazellulären Anteil. 

Bei beiden desmosomalen Cadherinen schließt sich nach der transmembranären Domäne 

eine intrazelluläre-Anchor-(IA)-Domäne, gefolgt von einer intrazellulären Cadherin-ähn-

lichen Sequenz (ICS) an. Eine Ausnahme bilden die Dsc-Varianten b, die keine ICS-Do-

mänen besitzen (Troyanovsky et al. 1994). Die Dsc-Varianten a enden intrazellulär mit 

der ICS-Domäne. Bei den vier Dsg-Isoformen schließen sich an die ICS-Domäne die in-

trazelluläre Prolin-reiche-(IPL)-Domäne, die Repeat-Unit-Domäne (RUD) und die Dsg-

Terminal-Domäne (DTD) an (Garrod und Chidgey 2008). Der intrazelluläre Anteil stellt 

mithilfe weiterer desmosomaler Komponenten (z.B. Plakoglobin (PG), Desmoplakin 

(DP)) die Verbindung zum Zytoskelett der Zelle her (Kowalczyk et al. 1994). Der extra-

zelluläre Anteil besteht aus vier EC-Domänen gefolgt von einem extrazellulären-Anchor 

(EA). Im interzellulären Raum verbinden sich die EC-Domänen benachbarter Zellen 

(Takeichi 1990).  

 

 

Abbildung 2: Struktureller Aufbau der desmosomalen Cadherine 

Von oben nach unten sind Desmocollin (Dsc) b und a sowie Desmoglein (Dsg), mit jeweils vier extrazellulären Cad-

herin (EC) und einem extrazellulären Anchor (EA) zu sehen. Diese befinden sich im extrazellulären Raum. Im Intra-

membranösen Raum findet man die Transmembran (TM) Domäne gefolgt vom intrazellulären Anchor und der intra-

zellulären Cadherin Sequenz (ICS), die sich im intrazellulären Raum befinden. Dsc b besitzt keine ICS. Dsc a endet 

mit der ICS. An der ICS vom Dsg sind weitere Domänen angeknüpft wie die intrazelluläre Proline-rich-Linker (IPL), 

eine variable Anzahl an Repeat -Unit-Domain (RUD), und Desmoglein-Terminal-Domain (DTD). 

 

I.1.1.2 Funktion 

Neben ihrer Funktion im Rahmen der Zelladhäsion spielen desmosomale Cadherine auch 

bei der Entwicklung und Differenzierung von Zellen eine Rolle und beeinflussen somit 

die Embryo- und Morphogenese (Angst et al. 2001). Weiterhin belegen Studien, dass 

desmosomale Cadherine auch an der Tumorgenese und Wundheilung beteiligt sind 

(Thomason et al. 2010).  
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Bei der Verbindung benachbarter Zellen hat die EC1-Domäne eine wichtige Aufgabe. Sie 

besitzt eine Adhäsionserkennungsstelle, die aus einem Tripeptidmotiv besteht (Tselepis 

et al. 1998). In klassischen Cadherinen enthält das Motiv die Aminosäuren Histidin/Ala-

nin/Valin; in Dsg und Dsc je nach Isoform Tyrosin/Alanin/Threonin, Arginin/Ala-

nin/Leucin oder Phenylalanin/Alanin/Threonin (Blaschuk et al. 1990). Zudem befindet 

sich in der EC1-Domäne ein konserviertes Tryptophan, das mit der Adhäsionserken-

nungsstelle der EC1-Domäne eines benachbarten Cadherins interagiert (Al-Amoudi et al. 

2007; He et al. 2003; Pertz et al. 1999).  

Für eine Adhäsion benachbarter Zellen sind mindestens zwei desmosomale Cadherine 

auf jeder Zelle erforderlich (Marcozzi et al. 1998; Kowalczyk et al. 1996). Die kleinste 

Einheit eines Desmosoms, die eine Adhäsion ermöglicht, besteht aus den Proteinen Dsc, 

Dsg, PG und DP. PG verlinkt die desmosomalen Cadherine mit DP, das wiederum für die 

Verbindung des Proteinkomplexes mit den Intermediärfilamenten (IF) verantwortlich ist 

(Garrod et al. 2002a). Ein Charakteristikum der Desmosomen / desmosomaler Cadherine, 

das sie von Adhärenzverbindung/ klassischen Cadherinen unterscheidet, ist ein sogenann-

ter hyperadhäsiver Zustand. Am Anfang der Embryo- und Morphogenese gehen Desmo-

somen calciumabhängige lockere Bindungen ein, die leicht durch Calciumreduktion (z.B. 

Chelatbildner) gelöst werden können. Dieser Zustand ist zu diesem Zeitpunkt wichtig für 

die Zellplastizität (Thomason et al. 2012; Garrod et al. 2005; Kimura et al. 2007). Nach 

dem Durchlaufen eines Reifungsprozesses, erreichen Desmosomen einen hyperadhäsiven 

Zustand. Die nun calciumunabhängige Bindung stärkt die Gewebeintegrität und die Ad-

häsion der Zellen, so dass sie mechanischen Scherkräften standhalten können 

(Kowalczyk und Green 2013). Dieser calciumunabhängige Zustand kann in Wunden wie-

der in einen calciumabhängigen Zustand übergehen (Kowalczyk und Green 2013). Dieser 

Prozess scheint durch die Proteinkinase C (PKC) reguliert zu werden (Thomason et al. 

2010; Kowalczyk und Green 2013). Die PKC bindet an alle Dsg-Isoformen in der RUD-

Domäne (Garrod et al. 2005; Kimura et al. 2007) und führt durch Phosphorylierung zu 

Konformationsänderungen, die den hyperadhäsiven Zustand beenden (Kimura et al. 

2007; Garrod et al. 2005). Die desmosomale Adhäsion wird von PKC, die Threonine und 

Serine phosphoryliert, und durch weitere Tyrosin-Phosphorylierungen reguliert (Garrod 

et al. 2002b). Eine weitere Regulationsmöglichkeit ist die intrazelluläre Calciumkonzent-

ration, die bei der Darier-Krankheit gestört ist. Krankheitsauslöser sind Mutationen in den 

ATP2A2- und ATP2C1-Genen, die für intrazelluläre Calciumpumpen kodieren (Sakun-

tabhai et al. 1999). Die unterschiedliche Adhäsionsfähigkeit desmosomaler Cadherine 
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(Hartlieb et al. 2013; Kowalczyk et al. 1994) und ihr spezifisches Expressionsmuster in 

der mehrschichtigen Epidermis sorgen in den unteren proliferativen Epidermisschichten 

für eine ausreichende Zellplastizität und in den oberen Schichten für eine erhöhte Haft-

festigkeit, die für die Barrierefunktion erforderlich ist (Johnson et al. 2014). 

Das spezifische Expressionsmuster der desmosomalen Cadherine in der Epidermis deutet 

auf eine Rolle bei der Differenzierung und Morphogenese hin (Saito et al. 2012; Thoma-

son et al. 2010). Zur Evaluation dieser Hypothese wurden Mäuse genetisch so verändert 

(Simpson et al. 2011), dass sie Dsg3 und Dsc3, die normalerweise in den unteren Schich-

ten der Epidermis gebildet werden, auch in den höheren suprabasalen Schichten expri-

mierten. Diese veränderte Expression führte zu einer erhöhten Zellproliferation und ver-

änderten Differenzierung der Zellen in den suprabasalen Schichten. Die Veränderungen 

hingen von dem gewählten Promotor für das Dsg3-Gen ab. Bei einem Keratin-1-Promo-

tor kam es neben der Hyperproliferation zu epidermalen Veränderungen, Hautablagerun-

gen, Akanthose, Hypergranulose, Pustelbildung sowie zu einer abnormalen Verteilung 

verschiedener Keratine (Merritt et al. 2002). Bei einer Expression von Dsg3 unter dem 

Involucrin-Promotor wandelte sich dagegen der Phänotyp des Epithels von einem kuta-

nen Typ zu einem Schleimhauttyp um. Die daraus folgende Barriere- und Funktionsstö-

rung führte zu einem transepidermalen Flüssigkeitsverlust und zum Tod durch Austrock-

nung nach der Geburt (Elias et al. 2001; Merritt et al. 2002). Ein Dsg3-knockdown in 

Mäusen hat eine verminderte Zellproliferation zur Folge (Mannan et al. 2011). Dsg3 re-

guliert auch die Proliferation von Keratinozyten, indem es mit PG interagiert. Störungen 

der Dsg3/PG-Interaktion führen zu einer erhöhten Expression von c-Myc (Müller et al. 

2008; Williamson et al. 2006). Bei der Fehlexpression von Dsc3 wurde neben einer ver-

änderten Differenzierung, einer Hyperproliferation und abnormer Keratinisierung, eine 

erhöhte ß-Catenin-Stabilität und Signalaktivität beobachtet (Hardman et al. 2005). Dar-

über hinaus führt eine Dsg2-Fehlexpression in suprabasalen Schichten zu Papillombil-

dung und Hyperproliferation, indem Signalkaskaden, die für das Wachstum, die Prolife-

ration und das Überleben notwendig sind, aktiviert werden (Brennan et al. 2007; Brennan 

und Mahoney 2014). Dsg2 ist essentiell für die embryonale Stammzellproliferation (Esh-

kind et al. 2002). Im Gegensatz zu Dsg2 fördert das in suprabasalen Schichten der Epi-

dermis exprimierte Dsg1 die Differenzierung, indem es im Komplex mit Erbin die Sig-

naltransduktion epidermaler Wachstumsfaktoren unterdrückt (Getsios et al. 2009; Sa-

muelov et al. 2013). Desmosomale Cadherine sind auch an der Haarfollikel-Reifung be-

teiligt. Eine Fehlexpression von Dsg3 in suprabasalen Schichten führt zu einer gestörten 
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Haarfollikel-Bildung und eine Dsg4-Mutation zu einer Hypotrichose bei Menschen und 

Mäusen (Kljuic et al. 2003). Eine Dsc1-Deletion hat eine epidermale Hyperproliferation 

mit einer gesteigerten K6/16-Expression, eine Haarfollikel-Degeneration und somit eine 

Alopezie zur Folge (Chidgey et al. 2001). 

Darüber hinaus sind desmosomale Cadherine für die embryonale Entwicklung unver-

zichtbar. Obwohl sich reife Desmosomen erst in einem späteren Stadium der Embryoge-

nese (Trophoektoderm Tag 3,5) entwickeln (Fleming et al. 1991), treten einzelne Kom-

ponenten (z. B. desmosomale Cadherine, PG, DP) bereits in früheren Stadien auf (Fle-

ming et al. 2000; Jackson et al. 1980). Mäuse ohne Dsg2 bzw. Dsc3 sterben in einem 

frühen embryonalen Stadium (Den et al. 2006; Eshkind et al. 2002). Da Dsg2 zu diesem 

Zeitpunkt in den embryonalen Stammzellen außerhalb von Desmosomen vorliegt, beruht 

dieser Effekt nicht auf einer Störung der Adhäsivität. Vielmehr ist davon auszugehen, 

dass die Letalität beim Fehlen von Dsg2 zum Zeitpunkt der Implantation (Tag 4,5 der 

embryonalen Entwicklung) auf einer Störung der Stammzellproliferation zurückzuführen 

ist (Eshkind et al. 2002). Mäuse ohne Dsc3 sterben am Tag 2,5 der embryonalen Entwick-

lung. Auch hier handelt es sich daher nicht um eine Störung der Adhäsivität (Den et al. 

2006). Auch PG und DPL werden in frühen Stadien der embryonalen Entwicklung gebil-

det. Das Fehlen dieser Proteine führt in Maus-Modellen zum embryonalen Tod, wobei 

man hier von einer Störung der adhäsiven Funktion ausgeht (Fleming et al. 1994).  

Die verschiedenen Funktionen desmosomaler Cadherine im Rahmen der Embryo- und 

Morphogenese sowie der Differenzierung legen die Vermutung nahe, dass sie auch bei 

der Tumorgenese von Bedeutung sind (Kowalczyk und Green 2013). Die Expression von 

Dsg2 in den oberen Epithelschichten genetisch veränderter Mäuse fördert die Bildung 

präkanzeröser Papillome und die Anfälligkeit gegenüber chemischen Karzinogenen 

(Brennan et al. 2007; Brennan und Mahoney 2014). Verschiedene Studien belegen eine 

Überexpression desmosomaler Proteine bei Krebserkrankungen der Haut, der Prostata 

und der Lunge. Die Überexpression desmosomaler Komponenten (z.B. Dsg2, Dsg3, Pla-

kophilin-3 (PKP3)) korreliert mit einer erhöhten Tumorprogression (Brennan und Maho-

ney 2014; Chen et al. 2007; Furukawa et al. 2005), möglicherweise über proliferations-

fördernde und anti-apoptotische Effekte. Auf der anderen Seite wird eine verminderte 

Expression von desmosomalen Proteinen bei verschiedenen epithelialen Tumorformen 

wie Magen-, Darm-, Blasen-, Gebärmutterhals- und Endometrium-Karzinomen beobach-

tet (Dusek und Attardi 2011). Bei Melanomen, Plattenepithel- und Magen-Karzinomen 

wurde sowohl eine erhöhte als auch eine verminderte Expression von Dsg2 gefunden 



9 

 

(Yashiro et al. 2006; Khan et al. 2006). Teilweise scheinen desmosomale Komponenten 

eine tumorsuppressive Wirkung zu haben (Dusek und Attardi 2011). In einer Studie wur-

den differenzierte Keratinozyten aus Dsg1-knockdown-Mäusen und Kontrollmäusen ei-

ner UV-Strahlung ausgesetzt. In den Zellen aus den Dsg1-knockdown-Mäusen kam es zu 

einer Abnahme der Apoptose. Dieser Befund spricht für eine Tumorsuppressor-Funktion 

von Dsg1, der den UV-induzierten-Zelltod bei Keratinozyten reguliert (Dusek et al. 

2006).  

 

I.1.1.3 Dysregulation & Störungen 

Neben Krebserkrankungen können Dysregulationen desmosomaler Cadherine durch Au-

toantikörper, bakterielle Toxine oder Mutationen schwerwiegende und zum Teil letale 

Folgen für den Organismus haben. Störungen der desmosomalen Funktion durch Auto-

antikörper führen zur Akantholyse und somit zu den Autoimmunerkrankungen Pemphi-

gus vulgaris und foliaceus. Beim Pemphigus vulgaris unterscheidet man einen mukosalen 

von einem mukokutanen Phänotyp. Beim mukosalen Phänotyp richten sich die Autoan-

tikörper gegen das in den basalen Schichten der Epidermis und in der Mundschleimhaut 

vorkommende Dsg3. Beim mukokutanen Phänotyp richten sich die Autoantikörper zu-

sätzlich gegen das sich in suprabasalen Schichten der Epidermis befindliche Dsg1, 

wodurch sowohl die Haut- als auch die Munschleimhaut betroffen sind (Stanley und 

Amagai 2006b; Amagai 1999). Beim Pemphigus foliaceus richten sich die gebildeten 

Autoantikörper hauptsächlich gegen Dsg1, somit wird die Blasenbildung hier in der sup-

rabasalen Epidermis beobachtet (Walter et al. 2017; Anhalt und Diaz 2001; Stanley und 

Amagai 2006a; Amagai 1999; Walter et al. 2019).  

Aktuell werden zwei Mechanismen der Blasenbildung diskutiert. Einerseits legen Be-

funde nahe, dass die Autoantikörper durch die Bindung an die EC1-Domäne von Dsg1 

oder Dsg3 ein räumlichen Hindernis für die Adhäsion an benachbarte Zellen darstellen 

(Heupel et al. 2008; Payne et al. 2005). Auf der anderen Seite wird durch die Bindung 

des Autoantikörpers an desmosomale Cadherine eine intrazelluläre Signalkaskade in 

Gang gesetzt, die zu deren Abbau und in Folge zur Störung der Zelladhäsion und zur 

Blasenbildung führt (Amagai 1999; Calkins et al. 2006; Sharma et al. 2007; Delva et al. 

2008; Walter et al. 2017; Walter et al. 2019). Eine weitere Dermatose mit epidermaler 

Blasenbildung ist das Staphylococcal-scalded-skin-Syndrom. Auslöser sind bakterielle 

Toxine, die zu den Serinproteasen gehören (Exfoliatin A und B) und die über die Spaltung 

der extrazellulären Domäne von Dsg1 die epidermale Barriere stören (Amagai et al. 2000; 
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Amagai et al. 2002). Eine weitere Erkrankung, bei der Serinproteasen und die Störung 

der Epidermis eine Rolle spielen, ist das Netherton-Syndrom. Die autosomal-rezessive 

Erkrankung wird durch Mutationen des Serinprotease-Inhibitors LEKT1 (lymphoepithe-

lialer Kazal-Typ-abhängiger Inhibitor) verursacht. Dadurch kommt es zu einer gesteiger-

ten tryptischen und chymotryptischen Enzymaktivität und somit zum vermehrten Abbau 

von Dsg1 und ganzer Desmosomen. Diese Vorgänge manifestieren sich bei den Patienten 

in einer gestörten Hautbarriere (Chavanas et al. 2000; Descargues et al. 2005). Darüber 

hinaus fungiert Dsg2 als Rezeptor für eine Subklasse von Adenoviren, die Infektionen 

des Respirationstraktes und der Harnwege verursachen (Wang et al. 2011). Zudem ver-

ursachen Mutationen in Genen desmosomaler Cadherine Haut-, Haar- und Herzerkran-

kungen (Garrod et al. 2002b). Die Striate palmoplantare Keratodermie (SPPK), die sich 

als fokale oder diffuse hyperkeratotische Plaques an Fingern, Handflächen und Fußsohlen 

manifestiert, ist mit einer autosomal dominanten Mutation im Dsg1-Gen assoziiert (Rick-

man et al. 1999; Hunt et al. 2001; Harmon et al. 2013). Auch Mutationen im Dsc2- und 

DP-Gen wurden mit der Erkrankung in Verbindung gebracht (Rickman et al. 1999). Da 

Dsg2 und Dsc2 die vorherrschenden desmosomalen Cadherine in Kardiomyozyten sind, 

kommt es bei Mutationen in den entsprechenden Genen zu einer arrythmogenen rechts-

ventrikulären Kardiomyopathie (ARVC) (Pilichou et al. 2006) mit rechtsventrikulärer 

Hypertrophie und Dysfunktion, Herzrhythmusstörungen und plötzlichem Herztod. Eine 

histopathologische Besonderheit der ARVC ist die Umwandlung von Muskelzellen zu 

Fettzellen. Auch Mutationen in den Genen der Armadillo- und Plakin-Proteinfamilie kön-

nen eine ARVC verursachen (Gerull et al. 2004; McKoy et al. 2000; Rampazzo et al. 

2002). Bislang ist beim Menschen jedoch keine Dsg3-Mutation bekannt, und Dsg3-

Knockdown-Mäuse zeigten verminderte PG-Niveaus und eine Akantholyse (Thomason 

et al. 2010). Bei Dsc3-Knockdown-Mäusen kommt es zu epidermalen Blasenbildung, 

wohingegen beim kompletten Fehlen von Dsc3 es zu einer frühen embryonalen Letalität 

kommt (Chen et al. 2008). Dsg4-Genmutationen äußern sich in einer gestörten Haarfol-

likelreifung und Hypotrichose (Kljuic et al. 2003). 
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I.1.2 Armadillo Proteinfamilie  

Zur Armadillo-Proteinfamilie gehören u.a. ß-Catenin, PG, p120catenin, -Catenin, p0071 

und Plakophilin 1-3 (PKP). PG und PKP 1–3 sind essentielle Komponenten von Desmo-

somen (Hatzfeld 2007). Armadillo-Proteine besitzen einen einheitlichen Aufbau aus zent-

ralen Arm-Wiederholungsmotiven (Garrod und Chidgey 2008). 

 

I.1.2.1 Vorkommen und Struktur 

PG (auch γ-Catenin genannt) ist ein wesentlicher Bestandteil von Desmosomen und daher 

in allen Desmosomen-tragenden Geweben zu finden. Darüber hinaus kommt PG auch in 

Adhärenzverbindgungen vor, wo es mit dem verwandten ß-Catenin um Bindungsstellen 

konkurriert (Cowin et al. 1986; Franke et al. 1989). Aufgrund der hohen Affinität zu Des-

mosomen ist PG dort aber weitaus häufiger anzutreffen (Chitaev et al. 1996). Das PG-

Gen liegt auf Chromosom 17. Das Protein besteht aus zwölf zentralen Armadillo-Domä-

nen mit jeweils 42 variablen Aminosäuren und aus einer C- und N-terminalen Domäne 

(Abbildung 3) (Garrod und Chidgey 2008).  

 

Abbildung 3: Struktureller Aufbau von Plakoglobin (PG) 

PG besteht aus einem zentralen Bereich aus zwölf Arm-Wiederholungsdomänen sowie einem N-Termina-

len Kopfteil und einem C-Terminalen Schwanzteil. Es hat eine hohe Affinität zu Desmosomen, kommt 

aber auch in Adhärenzverbindungen vor. Es stellt neben PKP und DP die Verknüpfung zwischen desmo-

somalen Caderinen und dem Zytoskelett dar. 

 

Die drei humanen PKP-Gene liegen auf den Chromosomen 1, 11 und 12 (Bonné et al. 

1998). Von PKP1 und PKP2 existiert jeweils eine kürzere (a) und eine längere (b) Spleiß-

Variante (Mertens et al. 1996; Schmidt et al. 1997). PKP1 befindet sich hauptsächlich in 

komplexen und geschichteten Epithelgeweben (Heid et al. 1994; Schmidt et al. 1997), 

PKP2 dagegen in einfachen Epithelgeweben, in basalen Schichten von mehrschichtigem 

Epithelgewebe und in Herzmuskelgewebe (Mertens et al. 1996; Franke et al. 2006). PKP3 

kommt in allen Desmosomen-tragenden Geweben vor, mit Ausnahme von Herzmuskel-

zellen (Bonné et al. 1999; Schmidt et al. 1999). In mehrschichtigem Epithelgewebe, wie 
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die Epidermis, zeigen die PKPs ein bestimmtes Expressionsmuster. PKP1 und PKP2 fin-

det man auch im Zellkern, PKP1b sogar ausschließlich dort (Waschke 2008). Darüber 

hinaus kommen PKPs auch in nicht Desmosomen-tragenden Geweben (z.B. Fibroblasten, 

Lymphozyten) vor (Mertens et al. 1996; Schmidt et al. 1999; Bonné et al. 1999). PKPs 

bestehen aus neun zentralen Armadillo-Domänen sowie einer Amino- und Carboxyldo-

mäne (Abbildung 4). Aufgrund einer flexiblen Insertion zwischen den Arm-Wiederho-

lungen 5 und 6 ist die Gesamtstruktur gekrümmt (Choi und Weis 2005; Hatzfeld 2007).   

 

 

Abbildung 4: Struktureller Aufbau von Plakophilin (PKP) 

Es gibt drei Plakophilin Isoformen, PKP 1-3. Sie bestehen alle aus neun zentralen Arm-Wiederholungen. 

An dem Kopfteil befindet sich eine Aminodomäne und an dem Schwanzteil eine Carboxyldomäne. In der 

Gesamtstruktur ist eine Krümmung zwischen den Arm-Wiederholungsmotiven 5 und 6 zu beobachten, die 

aufgrund einer flexiblen Insertion entstanden ist. 

 

PG und PKP bilden an der intrazellulären Seite der Plasmamembran zusammen mit dem 

C-terminalen Ende der desmosomalen Cadherine und dem N-terminalen Ende des DPL 

einen Proteinkomplex, der sich in der Elektronenmikroskopie als dunkle Verdichtung 

(äußere Plaque-Verdichtung; Outer-Dense-Plaque, ODP) darstellt (Delva et al. 2009). Die 

innere, hellere Plaque-Verdichtung (Inner-Dense-Plaque, IDP) im Abstand von 30–50 nm 

von der Plasmamembran besteht aus dem C-terminalen Ende eines DP und IF (Acehan et 

al. 2008). 

 

I.1.2.2 Funktion 

Als essentielle Komponenten von Desmosomen gehört die Aufrechterhaltung der Zell- 

adhäsion zu den Hauptaufgaben der Armadillo-Proteinfamilie. PG und PKP verlinken an 

der Plasmamembran verankerte desmosomale Cadherine mit DP. Über die Verbindung 

von DP an IF stehen desmosomale Cadherine somit indirekt in Kontakt mit dem Zytos-

kelett. Die erhöhte Stabilität der Zellkontakte schützt das Gewebe vor mechanischen 

Scherkräften (Smith und Fuchs 1998, S. 1230; Hatzfeld et al. 2000, S. 217; Acehan et al. 

2008). Die Bindestelle für desmosomale Cadherine befindet sich in der N-terminalen Do-

mäne und in einigen Arm-Wiederholungen des PG (Chitaev et al. 1996). DP bindet an 
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die zentrale Armadillo-Domäne des PG (Kowalczyk et al. 1997; Bornslaeger et al. 2000). 

Desmosomale Cadherine treten über ihre N-terminale Domäne mit den PKPs in Kontakt 

(Hatzfeld et al. 2000; Hatzfeld 2007).  

Die Aufgaben von PG umfassen neben der Zelladhäsion auch die Regulation des Aufbaus 

und der Größe der Desmosomen sowie der lateralen Assoziationen zwischen Desmoso-

men (Palka und Green 1997). Auch die Kommunikation zwischen den Desmosomen und 

Adhärenzverbindungen wird durch PG reguliert (Lewis et al. 1997; Ruiz et al. 1996; Palka 

und Green 1997). Die enge Verwandtschaft mit dem Armadilloprotein ß-Catenin deutet 

darauf hin, dass PG möglicherweise auch die intrazelluläre Signalweiterleitung im Rah-

men des Wnt-Wachstumsfaktor-Signalwegs beeinflusst. Der Wnt-Signalweg spielt in der 

Embryogenese und Zellentwicklung eine bedeutende Rolle und wird in bestimmten Tu-

morzellen aktiviert. Bei ß-Catenin handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor. Bei in-

aktivem Wnt-Signalweg wird ß-Catenin in einem Komplex aus verschiedenen Proteinen 

abgebaut. Nach Aktivierung des Wnt-Signalweges wird ß-Catenin aus dem Proteinkom-

plex ins Zytoplasma freigesetzt, von wo aus es in den Zellkern gelangt. Dort geht es mit 

dem T-cell-factor (TCF) / Lymphoid enhancer factor (LEF)) einen Komplex ein und ak-

tiviert die Transkription beispielsweise von Transkriptionsfaktoren (MYC) und Zellzyk-

lusproteinen (Cycline) (Zhurinsky et al. 2000; Klymkowsky et al. 1999).  

Wie PG den Wnt-Signalweg beeinflusst, ist noch nicht abschließend geklärt. Möglicher-

weise steigert PG unabhängig vom ß-Catenin die Transkription von bestimmten Genen 

(z. B. MYC). Auf der anderen Seite hemmt PG den Abbau von ß-Catenin im Zytoplasma, 

wodurch größere Mengen des Transkriptionsfaktors zur Verfügung stehen. Darüber hin-

aus könnte PG in Adhärenzverbindung das ß-Catenin ersetzen, was ebenfalls die Kon-

zentration von ß-Catenin im Zellkern erhöhen könnte (Zhurinsky et al. 2000; Maeda et 

al. 2004; Merriam et al. 1997; Huelsken und Behrens 2002). Einige Studien belegen auch 

eine Deaktivierung des Wnt-Signalwegs durch PG (Miravet et al. 2003; Miravet et al. 

2002). Die Aktivierung von MYC und die Induktion des anti-apoptotischen Proteins B-

cell-lymphoma-2 (Bcl-2) durch PG scheinen eine relevante Rolle bei der Tumorgenese 

zu spielen (Hakimelahi et al. 2000). 

Als essentielle Bestandteile von Desmosomen (Hatzfeld 2007) steuern PKPs die Assemb-

lierung von desmosomalen Bestandteilen. PKP1 spielt bei der Rekrutierung von DP und 

bei der Regulierung der Desmosomengröße eine Rolle (Hatzfeld et al. 2000; South et al. 

2003; Kowalczyk et al. 1999). Über unterschiedliche Bindungsstellen in seiner N-termi-



14 

 

nalen Domäne interagiert PKP1 mit der N-terminalen Domäne von DP und mit desmo-

somalen Cadherinen und verknüpft so letztere indirekt mit den IF (Kowalczyk et al. 

1999). Zusammen mit PG stabilisiert PKP2 die desmosomalen Plaques, die sich in der 

Elektronenmikroskopie als äußere dunkle Verdichtung präsentieren (Bornslaeger et al. 

2000). PKP2 interagiert über seine N-terminale Domäne mit verschiedenen desmosoma-

len Komponenten (Hatzfeld 2007) und spielt bei dem Transport von DP eine Rolle (God-

sel et al. 2005). Auch PKP3 besitzt verschiedene desmosomale Bindungspartner. PKP2 

und PKP3 scheinen ein Gerüst zu bilden, das die Interaktion zwischen desmosomalen 

Cadherinen und Plaque-Proteinen wie PG und DP ermöglicht (Hatzfeld 2007). Die Lo-

kalisation von PKP1 und PKP2 im Zellkern deutet auf eine Rolle bei der Signaltransduk-

tion hin. In Ko-Immunpräzipitationsexperimente wurde bisherein Kontakt zwischen 

PKP2 und einer Untereinheit der RNA-Polymerase III beobachtet (Mertens et al. 2001). 

PKPs spielen darüber hinaus eine Rolle bei der Tumorprogression. PKP1 wird in Kopf-, 

Hals- und Plattenepithelkarzinomen überexprimiert (Villaret et al. 2000). In allen getes-

teten Adenokarzinomen wurde PKP2 gefunden (Mertens et al. 1999). Die Überexpression 

von PKP3 ist mit einer schlechteren Prognose bei Lungentumoren assoziiert (Furukawa 

et al. 2005). PKP3-RNA-Interferenz- und Überexpressionsexperimente belegen den tu-

morfördernden Effekt von PKP3 auf das nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Hatzfeld 

2007). 

 

I.1.2.3 Dysregulation & Störungen 

Bei der autosomal-rezessiv vererbbaren Naxos-Krankheit kommt es zu einem Defekt im 

PG-Gen. Die Störung ist durch die Trias ARVC, wolliges Haar und palmoplantare Ker-

todermie charakterisiert (McKoy et al. 2000). PG-Knockout-Mäuse sterben meist an Tag 

10,5 der embryonalen Entwicklung an schwerwiegenden Herzdefekten. Daneben zeigten 

diese Mäuse eine akantholytische Hautfragilität. PG-Knockout-Mäuse zeigen erniedrigte 

DP- und PKP1- sowie erhöhte ß-Catenin-Konzentrationen in ihren Desmosomen. Die in-

terzellulären desmosomalen Cadherin-Wechselwirkungen schienen nicht beeinträchtigt 

zu sein. Elektronenmikroskopisch fielen eine blassere äußere Plaque-Verdichtung (PG, 

PKPs, DP) in der Nähe der Plasmamembran und eine fehlende innere Plaque-Verdichtung 

(DP, IF) auf. Zellkulturen, denen PG fehlte, waren anfälliger für mechanischen Stress. 

Diese Beobachtungen deuten auf eine essentielle Aufgabe von PG bei der Rekrutierung 

und Stabilisierung von Plaque-Komponenten und somit indirekt bei der Bindung der IF 

hin.  
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Defekte in PKP1- und PKP2-Genen werden mit verschiedenen Erkrankungen in Verbin-

dung gebracht. Mutationen in dem PKP1-Gen führen zu einer ektodermalen Dysplasie. 

Diese auch unter Hautfragilitäts-Syndrom bekannte, autosomal-rezessive Erkrankung 

führt zur Blasenbildung, Hautbrüchigkeit und palmoplantaren Hyperkeratosen (McGrath 

et al. 1997). Weitere Symptome sind Wachstumsstörungen der Haare, Nageldystrophie 

und Anhidrose. PKP1-Knockout-Mäuse zeigen keine Verteilungsstörung desmosomaler 

Cadherinen und PG, aber die intrazelluläre Lokalisation von DP ist diffus, was auf eine 

essentielle Rolle des PKP1 bei der Rekrutierung von DP hindeutet (Hatzfeld 2007). Mu-

tationen im Gen für das ubiquitär in allen Desmosomen-tragenden Geweben exprimierte 

PKP2, das zugleich das einzige PKP im Herzmuskelgewebe darstellt, führen zu einer 

ARVC (Gerull et al. 2004; Syrris et al. 2006). PKP2-Knockout-Mäuse zeigen eine ge-

störte Herzmorphogenese, sowie eine reduzierte Trabekulation und Stabilität, die sich 

durch Störungen im Zytoskelett sowie durch Herzwandrupturen und Einblutungen in die 

Perikardhöhle äußert (Hatzfeld 2007). In Abwesenheit von PKP2 akkumuliert DP im Zy-

toplasma und bildet körnige Aggregate. Embryonale Epithelien zeigen dagegen auch 

beim Fehlen von PKP2 eine ordnungsgemäße Struktur und Verbindung von Desmoso-

men, was auf eine Kompensation durch andere PKPs zurückzuführen ist (Hatzfeld 2007).  

 

I.1.3 Plakin Proteinfamilie  

I.1.3.1 Vorkommen und Struktur 

Zur Plakin-Proteinfamilie gehören neben DP auch Plectin, Envoplakin und Periplakin 

(Bouameur et al. 2014). Als essentielle desmosomale Komponente kommt DP in allen 

Desmosomen-tragenden Geweben vor. Das Gen befindet sich auf Chromosom 6; von 

dem Protein gibt es zwei Spleiß-Varianten (DP1, DP2). DP besteht aus einer N-terminale 

Plakin-Domäne, einer zentralen alpha-helicalen Coiled-coil Stabdomäne (Rod) und einer 

C-terminalen Domäne mit drei Plakin-Wiederholungs-Domänen sowie eine Glycine-Se-

rin-Arginin (GSR) reiche Domäne (Abbildung 5). Die N-terminale Plakin-Domäne fun-

giert als Bindungsstelle für desmosomale Plaque-Proteine wie PKP und PG (Kowalczyk 

et al. 1997; Smith und Fuchs 1998; Troyanovsky et al. 1994b). Die zentrale Stabdomäne 

dient der Dimerisierung, während die C-terminale Domäne den Kontakt zu den IF her-

stellt (Getsios et al. 2004; Stappenbeck und Kathleen J. Green 1992). 
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Abbildung 5: Struktureller Aufbau von Desmoplakin (DP) 

DP besteht aus einer N-terminale Plakin-Domäne, einer zentralen alpha-helicalen Coiled-coil Stabdomäne 

(Rod) und einer C-terminalen Domäne mit drei Plakin-Wiederholungs-Domänen sowie eine Glycin-Serin-

Arginin (GSR) reiche Domäne. 

 

I.1.3.2 Funktion 

Die Hauptaufgabe von DP ist die Herstellung der Verbindung zwischen den desmosoma-

len Plaque-Proteinen und den IF (Bornslaeger et al. 1996; Gallicano et al. 1998). DP-

Knockout-Mäusen zeigen eine verringerte Anzahl von Desmosomen und versterben im 

Embryonalstadium (Bornslaeger et al. 1996). Weiterhin scheint DP am Kontakt zwischen 

Desmosomen und Adhärenzverbindung beteiligt zu sein. Eine Überexpression des N-ter-

minalen Plakin-Domänen-Peptids (DP-NTP), das DP aus seinen Bindungen verdrängt, 

führt zur Auflösung der DP-IF-Verbindung sowie zu einer unkontrollierten Vermischung 

von desmosomalen- und Adhärenzverbindung-Proteinen. Weiter spielt DP eine Rolle bei 

der neuronalen Entwicklung. Mutationen im DP-Gen haben Defekte im axonalen Wachs-

tum und eine neuronale Degeneration in Mäusen und Fliegen zur Folge (Delva et al. 

2009). 

 

I.1.3.3 Dysregulation & Störungen 

Defekte im DP haben Auswirkungen auf die Haut, die Haare und das Herz. Auslöser der 

striären palmoplantaren Keratodermie sind Defekte in Genen für desmosomale Cadhe-

rine, Armadillo-Proteine und DP. Symptome der Erkrankung sind streifige Hyperkerato-

sen, die sich in Handflächen und Fußsohlen manifestieren. Eine autosomal rezessiv ver-

erbte Mutation im DP-Gen, die zum Verlust der C-Wiederholungen führt, wird durch eine 

Trias aus Kardiomyopathie, generalisierter Keratodermie und wolligen Haaren charakte-

risiert (Norgett et al. 2000). Beim paraneoplastischen Pemphigus führen Autoantikörper 

gegen Proteine der Plakin-Familie zu malignen Neoplasien und schweren mukokutanen 

Läsionen.  
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I.1.4 Assemblierung und Desassemblierung 

Der Aufbau der Desmosomen ist ein multifaktoriell regulierter, mehrstufiger Prozess. Die 

Anwesenheit von klassischen Cadherinen ist für die Assemblierung und Reifung desmo-

somaler Komponenten im Trophoektoderm unverzichtbar (Green et al. 2010; Huber 

2003; Rötzer et al. 2015). Desmosomale Cadherine werden über den klassischen Sekre-

tionsweg im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert, im Golgi-Apparat modifiziert 

und in Post-Golgi-Vesikeln sortiert. Im Anschluss daran gelangen sie zur Plasmamemb-

ran, wo sie in Desmosomen eingebaut werden (Green et al. 2010). Es wird angenommen, 

dass der Transport von Dsc2 an die Plasmamembran die Desmosomen-Assemblierung 

initiiert (Green et al 2010). Desmosomale Cadherine werden durch die Dimerisierung 

ihrer C-terminalen Domänen an der Plasmamembran stabilisiert.  

Da PG sowohl an Desmosomen als auch an Adhärenzverbindungen bindet, scheint es 

eine Rolle bei der Interaktion dieser beiden Zellkontakte zu spielen (Lewis et al. 1997). 

Zudem reguliert PG während der Assemblierung die Desmosomengröße (Palka und 

Green 1997), wohingegen PKP DP rekrutiert und die laterale Clusterbildung von desmo-

somalen Cadherinen vermittelt (Thomason et al. 2010). PKP und PG sind essentielle 

Strukturen für die Desmosomen-Assemblierung, da sie die desmosomalen Cadherine mit 

DP bzw. den IF koppeln (Thomason et al. 2010). Vermutlich werden die zytoplasmati-

schen Plaque-Proteine durch das Aktin-Zytoskelett zur Plasmamembran befördert 

(Godsel et al. 2005). Für den Transport von DPL zur Plasmamembran werden PKP2 und 

die PKC benötigt, die durch Phosphorylierung von DP und durch Umstrukturierung des 

Aktin-Zytoskeletts den Transport zur Plasmamembran ermöglichen (Hatzfeld et al. 2000; 

Bass-Zubek et al. 2008). Die PKC spielt zudem eine entscheidende Rolle in der Model-

lierung von Desmosomen und der Erhalt der dynamischen Fähigkeit dieser Strukturen 

(Johnson et al. 2014), um auf Umweltreize reagieren zu können und sich der Umgebung 

anzupassen. Auf der einen Seite fördert die Aktivierung der PKC die Desmosomenbil-

dung bei niedrigen Calciumkonzentration und in Abwesenheit von Adhärenzverbindun-

gen. Auf der anderen Seite wird an Wundrändern die PKC aktiviert, um den hyperadhä-

siven Zustand der Desmosomen aufzulösen und so die Zellmigration zu ermöglichen 

(Thomason et al. 2010). Darüber hinaus hängt die Rekrutierung von DP zudem vom int-

razellulären Calciumspiegel ab (Dhitavat et al. 2003). Hohe extrazelluläre Calciumkon-

zentrationen induzieren die Assemblierung der desmosomalen Komponenten. Bei niedri-

gen extrazellulären Calciumkonzentration steigt dagegen der Umsatz von desmosomalen 
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Komponenten in den Desmosomen. Aufgrund dieses schnellen Umsatzes desmosomaler 

Cadherine wird die Existenz eines extradesmosomalen Pools an Cadherinen postuliert 

(Huber 2003). Weiterhin deutet eine Studie mit einer Plattenepithelkarzinom-Zelllinie 

daraufhin, dass das zur Plasmamembran transportierte Dsg3 sich dort zunächst in einem 

nicht-desmosomalen Pool ansammelt, der nicht an IF gebunden ist. In einem zweiten 

Schritt verknüpft DP, der an den IF gebunden ist, die desmosomalen Cadherine mit den 

IF (Demlehner et al. 1995). Halbdesmosomen gelten als Zwischenstufe der Desmosomen-

Assemblierung. Halbdesmosomen, die an der Zelloberfläche nicht durch Wechselwirkun-

gen mit benachbarten Zellen stabilisiert werden, werden abgebaut. Halbdesmosomen tre-

ten auch bei niedrigen extrazellulären Calciumkonzentration auf (Sato et al. 2000). 

 

 

I.2 Flotilline  

Flotilline gehören zu der Stomatin-Prohibitin-Flotillin-HflK/C-(SPFH)-Protein-Superfa-

milie. Die beiden homologen Proteine, Flotillin-1 und Flotillin-2, besitzen eine zu ca. 

50% identische Aminosäuresequenz mit eine Molekülmasse von etwa 48 kDa und um-

fassen 427 bzw. 428 Aminosäuren (Browman et al. 2007; Edgar und Polak 2001; Schro-

eder et al. 1991; Schulte et al. 1997). Das Gen für Flot-1 befindet sich auf Chromosom 6 

und das Gen für Flot-2 auf Chromosom 17. Die Proteine wurden ursprünglich in retinalen 

Ganglienzellen von Goldfischen entdeckt und als Reggie-1 (Flotilin-2) und -2 (Flotilin-

1) bezeichnet (Schulte et al. 1997). Aufgrund ihrer Detergenzresistenz und ihrer Fähigkeit 

in Dichtegradienten zu schwimmen, wurden sie als Flot-1 und Flot-2 bezeichnet (Bickel 

et al. 1997).  

 

I.2.1 Vorkommen und Struktur  

Flotilline enthalten in ihrer N-terminalen Sequenz eine SPFH-Domäne und im C-termi-

nalen Anteil eine Flotillin-Domäne (Alanin-Glutamat-Wiederholungen, Abbildung 6). 

Die SPFH-Domäne besitzt hydrophobe Sequenzen mit Acylierungsstellen für die post-

translationale Fettsäuremodifikation und Membranassoziation (Neumann-Giesen et al. 

2004; Morrow et al. 2002). Die posttranslationale Fettsäuremodifikation der Flotilline ist 

verschieden. Flot-1 besitzt mit einem Cystein an Position 34 eine Acylierungsstelle, an 

die Palmitinsäure angehängt wird. Flot-2 verfügt über vier Acylierungsstellen (Myristy-

lierung an Position 2 (Glycin); Palmitylierung an Position 4, 19 und 20 (Cysteine)) 
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(Neumann-Giesen et al. 2004). Diese posttranslationalen Modifikationen sind essentiell 

für die Verankerung der Flotilline an der Plasmamembran. Der C-terminale Anteil ist für 

die Hetero- und Homooligomerisierung der Flotilline verantwortlich, die bei der Endozy-

tose und Membranassoziation der Flotilline eine Rolle spielen (Babuke et al. 2009; Solis 

et al. 2007). Darüber hinaus enthalten Flotilline putative Phosphorylierungsstellen (Flo-

tillin-1: Tyrosin an Position 160; Flotillin-2: Tyrosin an Position 163) (Neumann-Giesen 

et al. 2007; Solis et al. 2007; Riento et al. 2009). 

 

 

Abbildung 6: Struktureller Aufbau von Flotillin 1 und 2 

Flot-1 besteht aus 427 Aminosäuren und Flot-2 aus 428 Aminosäuren mit einem N-terminalen und einem 

C-terminalen Anteil. Im N-terminalen Anteil befindet sich die SPFH-Domäne, die hydrophobe Sequenzen 

mit Acylierungsstellen besitzt. Im C-terminalen Anteil befindet sich die Flotillin-Domäne, die sich aus 

Alanin und Glutamat Wiederholungen zusammensetzt. Flot-1 und 2 besitzten unterschiedliche posttransla-

tionale Fettsäuremodifikation (Palmitylierung und Myristylierung) und unterschiedliche Phosphorylie-

rungsstellen. 

 

Flotilline sind nahezu ubiquitär in vielen Geweben (z.B. in Herz, Lunge, Plazenta, Ge-

hirn) verbreitet (Edgar und Polak 2001). Sie sind an der zytoplasmatischen Seite der Plas-

mamembran lokalisiert, können aber auch in Lysosomen, Endosomen, Phagosomen und 
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Exosomen (Stuermer et al. 2001; Gassart et al. 2003; Dermine et al. 2001) oder in Zell-

kontakt-Strukturen (Neumann-Giesen et al. 2004) auftreten. Flot-1 kommt darüber hinaus 

im Golgi-Apparat und im Zellkern vor (Gkantiragas et al. 2001; Santamaría et al. 2005). 

Die Lokalisation der Flotilline hängt vom Zelltyp, dem Differenzierungsgrad der Zellen 

und in vitro auch von den Kulturbedingungen ab. In differenzierten Zellen befinden sich 

Flotilline eher an der Plasmamembran und in undifferenzierten Zellen eher in intrazellu-

lären Kompartimenten (Kurrle et al. 2013b; Langhorst et al. 2008; Ha et al. 2003a). Des 

Weiteren wird die Lokalisation von Flotillinen in Keratinozyten neben der Calciumkon-

zentartion und Differenzierungsgrad auch von der verwendeten Zelllinie beeinflusst, z.B. 

in immortalisierte humane hTert/KER-CT-Keratinozyten (hTert-Zellen) befinden sich 

Flotilline unter niedriger Calciumkonzentration eher in intrazellulären Strukturen und erst 

ab einer Calciumkonzentration von 2mM verlagert sich Flot-2 an der Plasmamembran. 

Dahingegen ist in HaCaT Zellen Flot-2 erst bei konfluent dicht gewachsenen Zellen an 

der Plasmamembran zu finden (Beckert et al. 2019; Völlner et al. 2016). 

 

I.2.2 Funktion 

Flotilline besitzen diverse Funktionen. Sie sind an der Endozytose, an der intrazellulären 

Signaltransduktion und an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt (Otto und Nichols 

2011). Obwohl die Beteiligung von Flotillinen an der Endozytose immer noch kontrovers 

diskutiert wird, haben viele Studien einen Zusammenhang bestätigt (Meister und Tikka-

nen 2014; Otto und Nichols 2011). Die Beteiligung von Flotillinen an mehreren Signal-

wegen der Zelle wird in verschiedenen Studien bestätigt. Bei der Axonregeneration nach 

einer Verletzung des Sehnervs in Goldfischen, wurde eine erhöhte Expression von Flo-

tillinen beobachtet (Schulte et al. 1997; Lang et al. 1998). Auch bei der Differenzierung 

von Fibroblasten zu Adipozyten (Bickel et al. 1997) und bei der Differenzierung von Os-

teoklasten und Skelettmyoblasten (Ha et al. 2003b; Volonté et al. 1999) kommt es zu 

einer gesteigerten Flotillin-1-Expression. Diese Befunde sprechen für eine Beteiligung 

der Flotilline an der Differenzierung und Regeneration von Geweben (Langhorst et al. 

2005). Studien belegen, dass Flotilline an den Signalwegen verschiedener Hormone / 

Wachstumsfaktoren (z.B. Insulin, Nerve-growth-factor, Fibroblast-growth-factor und 

Epidermal-growth-factor (EGF) beteiligt sind (Neumann-Giesen et al. 2007; Baumann et 

al. 2000; Limpert et al. 2007; Tomasovic et al. 2012).  
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Neben der klassischen Signalkaskade über die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) 

wird nach Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor ein zweiter Signalweg unter Be-

teiligung von Membranrafts und Flotillinen aktiviert (Otto und Nichols 2011). Dabei bil-

det Flot-1 einen Komplex mit der E3-Ubiquitin-Protein-Ligase cCbl und dem cCbl-asso-

ziierten Protein (CAP). Dieser Komplex aktiviert die Rho GTPase RHOQ, was zur 

Translokation des Glukosetransporters GLUT4 aus den intrazellulären Speichern zur 

Plasmamembran und zur Glukoseaufnahme führt (Baumann et al. 2000; Kimura et al. 

2001). Hydrophobe Sequenzen des Flot-1 binden dabei an die Sorbin-Homologie-

(SoHo)-Domäne im CAP (Baumann et al. 2000; Liu et al. 2005). SoHo-Domänen kom-

men auch in anderen Adaptorproteinen (z.B. ArgBP2, Vinexin) vor, die an der Modellie-

rung des Aktin-Zytoskeletts und an weiteren Signalwegen beteiligt sind (Kioka et al. 

2002). 

Flotilline beeinflussen auch den EGF-Rezeptor-Signalweg und den damit verbundenen 

Mitogen-activated-protein-(MAP)-Kinase-Signalweg. Flot-1 ist an der EGF-Rezeptor-

Autophosphorylierung und Clusterbildung beteiligt. Eine Stimulierung des EGF-Rezep-

tors führt zudem zur Phosphorylierung und Endozytose von Flot-2, das zusammen mit 

dem EGF-Rezeptor von der Plasmamembran in späte Endosomen transportiert wird 

(Neumann-Giesen et al. 2007). Flot-2 wird durch Kinasen der Src-Familie (z.B. Fyn) 

phosphoryliert (Riento et al. 2009; Neumann-Giesen et al. 2007). Im Rahmen des MAP-

Kinase-Signalwegs interagiert Flot-1 mit c-Raf, MEK1 und ERK2 (Amaddii et al. 2012; 

Meister et al. 2013).  

Flot-2 ist an G-Protein-gekoppelten Signalwegen beteiligt, wie die Ko-Immunpräzipita-

tion mit dem Thrombin-Rezeptor PAR zeigt (Hazarika et al. 2004). Darüber hinaus spie-

len Flotilline bei der Aktivierung von T-Zellen eine Rolle (Rajendran et al. 2009; Rossy 

et al. 2009; Sánchez-Madrid und Serrador 2009). 

 

I.2.3 Interaktion mit Zellkontakten 

Die Rolle der Flotilline bei Zellkontakten wird durch die Ko-Lokalisation von Adhäsi-

onsmolekülen und Flotillinen in Flotillin-Membranrafts und in Zellkontakt-Strukturen 

deutlich. In humanen Nierenzellen (Roitbak et al. 2005) und Kolonkarzinom-Zellen 

(HAT-29) (Chartier et al. 2011) befindet sich ein Teil des endogenen E-Cadherins und ß-

Catenins in Flotillin-Rafts. In Brustepithelzellen (MCF10A) wurde in Flotillin-Rafts E-

Cadherin und PG (-Catenin) gefunden (Kurrle et al. 2013b). Des Weiteren scheinen auch 
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desmosomale Cadherine teils in Flotillin-Membranrafts lokalisiert zu sein (Resnik et al. 

2011; Völlner et al. 2016). Darüber hinaus bilden Adhäsionsproteine wie E-Cadherine, 

N-Cadherine, verschiedene Catenine und Flotilline ko-präzipitierbare Proteinkomplexe 

(Bodrikov et al. 2011; Guillaume et al. 2013; Kurrle et al. 2013b). 

Eine Flotillin-Depletion führt zu einer Störung der Struktur und Anordnung der Adhä-

renzverbindung und somit der Zellkontakte (Guillaume et al. 2013; Solis et al. 2012). 

Verschiedene Studien belegen eine verminderte Adhäsionsstärke und herabgesetzte Ag-

gregations-Fähigkeit der Zellen untereinander (Guillaume et al. 2013; Solis et al. 2012). 

Eine mögliche Erklärung ist ein unkoordinierter, basaler / apikaler Transport von E-Cad-

herinen entlang der Membran nach Flot-2-Depletion (Solis et al. 2012). In MCF-7-Brust-

krebszellen und Epithelzellen mit einer Flot-1- oder -2-Depletion ist die E-Cadherin-Ex-

pression herabgesetzt. Zusätzlich ist die p120-Catenin-Menge in MCF-7-Brustkrebszel-

len reduziert (Chartier et al. 2011; Kurrle et al. 2013b; Solis et al. 2012). Dagegen führte 

in MCF-10A-Brustepithelzellen eine Flot-1-Depletion zu keiner Veränderung der E-Cad-

herin-Expression (Guillaume et al. 2013; Kurrle et al. 2013b), was darauf hinweist, dass 

Flotilline Zellart-spezifische Funktionen besitzen. Auch die PG-Menge nimmt in ver-

schiedenen Zellen bei Flot-2-Depletion ab. Da PG im Gegensatz zu den anderen Adhäsi-

onsproteinen ein essentielles Protein in Desmosomen darstellt, belegt dieser Befund die 

Verbindung zwischen Desmosomen und Flotillinen. Inzwischen konnte die Bindungs-

stelle von Flotillin in PG genauer identifiziert werden (Kurrle et al. 2013b). In der Studie 

von Kessler et al wurde zudem das vorhandensein von Flotillinen in sogenannten inter-

kalierenden Scheiben, Zellverbindungen zwischen benachbarten Herzmuskelzellen, be-

schrieben. Hier wird den Flotillinen eine regulatorische Rolle zuegschrieben, indem sie 

die Erregbarkeit der Herzmuskelzellen beinflussen (Kessler et al. 2019). 

 

 

I.3 Ziele dieser Arbeit  

Desmosomen sind essentielle Strukturen bei der Aufrechterhaltung der Gewebeintegrität. 

Desmosomale Störungen rufen schwerwiegende Erkrankungen wie Pemphigus vulgaris 

und ARVC hervor. Daher ist die Analyse der Interaktionspartner auch von klinischer Be-

deutung. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Interaktion zwischen Flotillinen und des-

mosomalen Zelladhäsionsproteinen. Die signifikante Abnahme des Dsg3-Proteingehalts 

in Flotillin-Knockdown-Zellen belegt den Zusammenhang zwischen Flotillinen und dem 
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Expressionsniveau von Dsg3 (Völlner et al. 2016). Darauf aufbauend stellt sich die Frage, 

wie Flotilline die Expression von Dsg3 und möglicherweise von weiteren desmosomalen 

Adhäsionsproteinen beeinflussen, und ob Flotilline am Aufbau und / oder Abbau von 

desmosomalen Proteinen beteiligt sind. Zur Beantwortung der Fragen sollte die Expres-

sion von desmosomalen Adhäsionsproteinen in Flotillin-Knockdown-Zellen analysiert 

werden.  
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II Material und Methoden 

II.1 Material 

II.1.1 Verbrauchsmaterialien und Geräte  

In Tabelle 1 und Tabelle 2 sind alle technischen Geräte und Verbrauchsmaterialien auf-

gelistet, die für die Durchführung der Experimente benötigt wurden. 

 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Geräte mit Hersteller Angaben 

Geräte Hersteller 

Elektrische Pipettierhilfe accu jet R Brand GmbH und Co. KG, Wertheim (D) 

Mikroliterpipetten Eppendorf, Hamburg (D) 

Vortex Bio Vortex V1 PEQLAB Erlangen (D) 

Heizblock Laborgeräte München (D) 

Airflow Control (EN 14175)  WALDNER Inc., MA (USA) 

MonoBloc Chemikalienwaage Toledo PB602-S Mettler-Toledo GmbH, Gießen (D) 

Schwenktisch (WS-10) Edmund Bühler GmbH, Hechingen (D) 

Spektralphotometer Biophotometer Plus  Eppendorf, Hamburg (D) 

Schüttler (Polymax 1040) Heidolph Instruments GmbH, Schwalbach 

(D) 

Zellkultur  

Sterilbank Thermo Scientific, St. Leon-Rot (D) 

Neubauer Zählkammer  Optik Labor, Bad Homburg (D)  

Incucell Bakterien-Inkubator Sanyo, München (D) 

Lichtmikroskop (AE 31) Motic, Wetzlar (D) 

Fluoreszenzmikroskop LSM T-PMT 710 Carl Zeiss, Göttingen (D)  

Brutschrank Sanyo CO2 Incubator  Sanyo North America Corporation, San Di-
ego (USA) 

Zentrifugen  

Mikro 22R Hettich, Kirchlengern (D) 

Mikro 22R  Hettich; Tuttlingen (D) 

Gelelektrophorese   

Spannungsquelle (Electrophoresis Power Supply, EPS 

301) 

Amersham Bioscience, Freiburg (D) 

Agarose-Gelelektrophorese-Kammer neoLab, Heidelberg (D) 

SDS-PAGE Kammer Amersham Bioscience, Freiburg (D) 

Western-Blot  

Filmentwicklermaschine (Curix 60) AGFA, Düsseldorf (D) 

Western Blotsystem Criterion Blotter Bio Rad Laboratories GmbH, München (D) 

Scanner Epson Perfection 3200 Photo Epson Deutschland GmbH, Meerbusch (D) 
 
 
Tabelle 2: Auflistung der Verbrauchsmaterialien mit Hersteller Angaben 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Filme Super RX Fuji medical X-ray Films, 100 NIF Fuji, Düsseldorf (D) 

Frischhaltefolie  Papstar, Kall (D) 

Falcon Röhrchen (15cm, 50cm) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen (D) 

Glas-Pasteur-Pipetten  VWR International, Darmstadt (D) 

Küvetten Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (D) 

Nitrocellulose-Membran (Whatman Protran) Whatman, Dassel (D) 

Pipettenspitzen  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (D) 

Plastikpipetten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen (D) 
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Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Brampton 
(CAN) 

Röntgenfilm (Super RX Fuji medical X-ray Films) FUJIFILM, Düsseldorf (D) 

Reaktionsgefäße Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (D) 

Zellkulturplatten (6-well, 12-well) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (D) 

Zellkulturflaschen  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (D) 

Zellschaber Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (D) 
 

 

 

II.1.2 Chemikalien und Puffer 

Die benötigten Chemikalien sind in Tabelle 3 aufgelistet. Tabelle 4 führt die verwendeten 

Lösungen und deren Herstellung. 

 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien 

Bezeichnung  Hersteller  

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Merck, Darmstadt (D) 

Acrylamid Carl Roth GmbH & CO. KG, 
Karlsruhe (D) 

Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth GmbH & CO. KG, 
Karlsruhe (D)  

ß-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & CO. KG,  

Karlsruhe (D) 

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & CO. KG,  
Karlsruhe (D) 

Bradford Reagenz  Bio Rad Laboratories GmbH,  

München (D) 

Cumarinsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen (D) 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem GmbH,  
Darmstadt (D) 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Life Technologie GmbH,  

Darmstadt (D) 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) Life Technologie GmbH,  
Darmstadt (D) 

Essigsäure (C2H4O2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Taufkirchen (D) 

ECL western blotting detection reagents  GE Healthcare, München (D) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) AppliChem GmbH,  

Darmstadt (D) 

Ethanol Carl Roth GmbH & CO. KG, 
Karlsruhe (D) 

Filmentwickler Unicmatic C Calbe Chemie GmbH, 

Calbe (D) 

Filmfixierer Unicmatic F  Calbe Chemie GmbH,  
Calbe (D) 

Fötales Kälberserum (FBS) Life Technologie GmbH, 
Darmstadt (D) 

Glycerin Carl Roth GmbH & CO. KG, 

Karlsruhe (D) 

Glycin AppliChem GmbH, 
Darmstadt (D) 

Luminol AppliChem GmbH,  
Darmstadt (D) 
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Methanol AppliChem GmbH,  
Darmstadt (D) 

Milchpulver, fettfrei Carl Roth GmbH & CO. KG,  
Karlsruhe (D) 

Natriumazid AppliChem GmbH,  

Darmstadt (D) 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & CO. KG,  
Karlsruhe (D) 

Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4) AppliChem GmbH, 
Darmstadt (D) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & CO. KG,  

Karlsruhe (D) 

Natriumhydroxid (NaOH)  Carl Roth GmbH & CO. KG,  
Karlsruhe (D) 

NEAA (Non-essential amino acids) Life Technologie, Darmstadt (D) 

Nonidet P-40 (NP-40) Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen (D) 

Ponceau S AppliChem GmbH,  
Darmstadt (D) 

Proteingrößenstandard Precision Plus Protein TM° 
Standard Dual Color 

Bio Rad Laboratories GmbH,  
München (D) 

Proteinase Inhibitor Cocktail (PI) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH & CO. KG,  

Karlsruhe (D) 

Tris-Base Carl Roth GmbH & CO. KG,  
Karlsruhe (D) 

Tris-HCl  Carl Roth GmbH & CO. KG,  
Karlsruhe (D) 

Trypsin Life Technologies, Darmstadt (D) 

Tween 20 AppliChem GmbH, 

Darmstadt (D) 
 

 

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Puffer und Lösungen und deren Zusammensetzung 

Puffer/Lösungen Herstellung/Zusammensetzung 

Blocklösung für Membranen 5% fettarmes Milchpulver  
1 x TBST 

Blotpuffer (1x) 192 mM Glycin 

  25 mM Tris-Base 
  10% Methanol 

Enhanced Chemilumineszenzlösung (ECL) 1.25 mM Luminol 
  200 µM Cumarinsäure 

  100 mM Tris-HCl pH 8,5 
frisch hinzugegeben: 1/1000 10% H2O2 

Ladepuffer (4 x) 250 mM Tris, pH 6,8 
    8%  SDS 

  40% Glycin 
  0,4% Bromphenolblau 

 100 mM DTT ß-Mercaptoethanol 
20% ß-Mercaptoethanol 

Lämmli-Gelelektrophorese Laufpuffer (1 x)  0,192 M Glycin 
25 mM Tris-Base 

0,1% SDS 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) (1 x)  150 mM NaCl 
  20 mM NaH2PO4 
pH 7,4 

Ponceau Lösung  0,2% Ponceau 
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   5% Essigsäure 

Stripping Puffer 0,1 M NaOH 

Stürmer Lysepuffer  50 mM Tris-HCL pH 7,5 
0,15 M NaCl 
2 mM EDTA pH 8 

1% NP-40 

Tris-Puffer mit Tween-20 (TBS-T) (1 x) 10 mM Tris-HCl pH 7,4 
150 mM NaCl  
0,05% Tween 20 

Zellkultur Medium  DMEM(Dulbecco’s modified eagle medium) 

10% FBS (Fötales Kälberserum)  
  1% Penicillin 

  1% Streptomycin 
  1% NEAA (Non-Essential-Amino-Acid)  
  1% Sodium pyruvate 

 
 

II.1.3 Antibiotika 

Für die Durchführung einiger Experimente wurden Antibiotika eingesetzt. Zudem waren 

Antibiotika Bestandteil des Zellkultur-Mediums. Die Tabelle 5 enthält die verwendeten 

Antibiotika während der experimentellen Arbeit. 

 

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Antibiotika 

Bezeichnung  Verwendung  Konzent-
ration  

Hersteller 

Bafilomycin A  Experiment Bafi-

lomycin A 

50 nM Sigma-Aldrich  

Cycloheximid Experiment  

Cycloheximid  

10 µg/ml Sigma-Aldrich 

Penicillin Zusatz Medium 1%  GE Healthcare, München (D) 

Puromycin Zusatz Medium 2 µg/ ml GE Healthcare, München (D) 

Streptomycin Zusatz Medium 1%  Life Technologies,  

Darmstadt (D) 

 

 

 

II.1.4 Antikörper  

Tabelle 6 führt die verwendeten Primärantikörper auf und Tabelle 7 die Sekundärantikör-

per. 

 

Tabelle 6: Auflistung der Primärantikörper 

Antigen Wirt  Anwendung  

Western Blot 

Anwendung 

IF 

Hersteller  

y-Catenin Maus  1:2500 1:250 BD 

Desmoglein 1 Maus  1:1000 1:100 BD 
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Desmoglein 2 Maus  1:1000 - Santa Cruz 

Desmoglein 3 Maus  1:500 1:100 AbD Serotec 

Desmoplakin Kaninchen X:500 1:50 Santa Cruz 

Flotillin-2 Maus 1:50 1:1000 BD 

Flotillin-1 Maus 1:50  1:1000 BD 

GAPDH  Maus 1:10000 - Abcam 

 

 

Tabelle 7: Auflistung der Sekundärantikörper 

Antikörper Wirt Verdünnung 

Western Blot 

Verdünnung 

IF 

Hersteller 

Anti Kaninchen 

Alexa Fluor 488 

Esel - 1:300 Jackson Immuno-

Research  

Anti Kaninchen 

HRP 

Ziege 1:10000 - Dako 

Anti Maus Cy3 Ziege - 1:300 Jackson Immuno-

Research  

Anti Maus HRP Ziege 1:10000 - Dako 

 

 

 

II.1.5 Humane Zelllinie  

In dieser experimentellen Doktorarbeit wurden HaCaT-Zellen verwendet (Boukamp et 

al. 1988). Es sind humane, spontan immortalisierte Keratinozyten, die adhärent an der 

Oberfläche des Kulturgefäßes wachsen und haften bleiben. HaCaT steht für Human adult 

low Calcium high Temperature keratinocytes. Es sind epidermale Zellen, die aus der Pe-

ripherie eines primären malignen Melanoms eines 62-jährigen Patienten stammen. Zu-

dem sind es adhärente spontan transformierte Zellen, die als nicht maligne eingestuft wer-

den. Aufgrund der aufgeführten Eigenschaften lassen sich HaCaT-Zellen über mehrere 

Passagen kultivieren. 

Um die Rolle der Flotilline beim Auf- und Abbau der desmosomalen Zelladhäsionspro-

teine zu untersuchen, sind Wildtypzellen sowie stabile Flot-1 und Flot-2 Knockdown Zel-

len verwendet worden, bei denen die Expression von Flot-1 und Flot-2 durch lentivirale 

shRNAs herunter reguliert worden sind (Kurrle et al. 2013a) 

Folgende Zellgruppen aus der HaCaT Zelllinie wurden für die Experimente eingesetzt: 

- shControl (Kontrollzellen) 
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- F1-shRNA (Flotillin-1-Knockdown-Zellen) 

- F2-shRNA (Flotillin-2-Knockdown-Zellen) 

 

 

II.1.6 Programme für statistische Analyse, Bild- und Textbearbeitung 

In Tabelle 8 sind Computerprogramme und Software aufgelistet, die für die statistische 

Auswertung, Textverarbeitung und Erstellung von Abbildungen verwendet worden sind. 

 

Tabelle 8: Verwendete Computerprogramme und Software 

Bezeichnung  Funktion  Hersteller  

CorelDRAW X7 Erstellung von Immunfluoreszenz- und 

Western Blot Abbildungen  

Corel Deutschland GmbH, Un-

terschleisheim (D) 

GraphPad Prism 6 Erstellung von Graphen und Statistische 

Analyse  

GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA (USA) 

Microsoft Office 2013 Textverarbeitungprogramm, Tabellen-

kalkulation 

Microsoft Corporation  

 

Zen 2.1 (black edition) Immunfluoreszenz Dateien bearbeiten 

und TIF Dateien Exportieren  

Carl Zeiss Microscopy, 

GmbH, München (DE) 

 

 

 

II.2 Methoden 

 

II.2.1 Zellbiologische Standardmethoden 

 

II.2.1.1 Kultivierung von HaCaT Keratinozyten  

Die Kultivierung von HaCaT Zellen erfolgte in T25 Zellkulturflaschen bei 37°C, 8% 

CO2-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Als Medium wurde Dulbecco’s 

modified Eagle‘s medium (DMEM) mit folgenden Zusätzen verwendet:  

10% Fötales Kälberserum (FCS), 1% Penicillin, 1% Streptomycin, 1% Non essential 

amino acids (NEAA), Pyruvat und 2 µg/ ml Puromycin. Da die Zellen adhärent wuchsen 

und sich ein Zellverband auf dem Boden der Zellkulturflasche bildete, wurde die Dichte 

des Zellrasens täglich unter dem Lichtmikroskop beobachtet. Ein Mediumwechsel wurde 

dann durchgeführt, wenn tote Zellen entfernt werden sollten oder die Farbe des Mediums 

von rot/orange auf gelb/orange wechselte. 
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II.2.1.2 Schritte Passagieren der HaCaT-Zellen 

- Erreichen einer Konfluenz von ca. 100% in einer Zellkulturflasche  

- Verwerfen des Mediums und Waschen der Zellen mit 5 ml 1x PBS 

- Zugabe von 3 ml 0,05% EDTA in PBS, 15 min Inkubation, danach verwerfen  

- Zugabe von 1 ml 1xTrypsin, 5min bei 37°C inkubieren 

- je nach gewünschter Verdünnung der Zellen wird die Trypsinierung mit der je-

weiligen Menge Medium (DMEM) gestoppt 

- 1 ml von der Verdünnung in die Zellkulturflasche überführt und jeweils 5 ml 

DMEM dazugegeben 

- Die Zellkulturflasche wurde im Brutschrank bei 37°C bis zur nächsten Passage 

weiter kultiviert.  

 

 

II.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Behandlung mit Bafilomycin A und Cyclohexi-

mid  

Nachdem Passagieren wurden die restlichen HaCaT-Zellen für Experimente eingesetzt. 

Erster Schritt dabei war die Zellzählung, um die unterschiedlichen Zelllinien geleichmä-

ßig auszusäen. Dazu wurden jeweils 10 µl der verdünnten Zellen auf eine Neubauer Zähl-

kammer pipettiert, um dann die Zellen manuell zu zählen. Unter Berücksichtigung des 

Verdünnungsfaktors wurde anschließend die Zellzahl pro Milliliter in der Probe be-

stimmt. Für das Bafilomycin A-Experiment wurden 6 Well-Platten verwendet. In jedem 

Well wurde eine Zellzahl von 4 x 105  Zellen/ Well ausgesät. In diesem Experiment wur-

den 3 unterschiedliche HaCaT-Zellproben eingesetzt: Kontrollzellen (shControl), Flotil-

lin-1-Knockdown (F1-shRNA) und Flotillin-2-Knockdown (F2-shRNA) Zellen (Abbil-

dung 7). Nachdem die Zellen konfluent wuchsen und sich ein Zellrasen auf der Well-

Platte gebildet hat, wurde ein Mediumwechsel mit DMEM durchgeführt. Jede Zellprobe 

wurde unbehandelt (nur Medium) und behandelt (Zusatz von Bafilomycin A oder Cyclo-

heximid) ausgesät.  
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II.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

 

II.2.2.1 Herstellung von Proteinlysaten aus HaCaT-Zellen  

Die Proteinlysate wurden aus konfluent gewachsenen Zellen einer 6-Well-Platte herge-

stellt. Alle Schritte bei der Herstellung wurden auf Eis durchgeführt, um den Abbau der 

Proteine zu vermeiden. Zuerst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit jeweils 

2 ml PBS gewaschen. Anschließend versetzte man diese mit 200 µl Lysepuffer und inku-

bierte die Zellen für 20 min auf Eis auf einem Schwenktisch. Daraufhin wurden die ly-

sierten Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktions-

gefäß überführt. 

Der nächste Schritt bestand aus der Zentrifugation des Zelllysates bei 4°C, 16000 RPM 

für 10 min. Danach wurde der Überstand, indem sich die Proteine befanden, in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und das Pellet, bestehend aus Zellresten, verworfen. Nun 

konnte die gewonnene Proteinkonzentration mithilfe der Bradford-Proteinbestimmung 

(Abschnitt 2.2.2.2) festgestellt werden. 

 

II.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Nach der Bradford-Methode wurden in einer Plastikküvette 800 µl ddH2O, 200 µl Brad-

ford Reagenz und jeweils 1 µl Probe bzw. als Kontrolle 1 µL Lysepuffer überführt. Im 

Anschluss daran wurde diese Zusammensetzung gut vermischt und im Photometer bei 

Abbildung 7: 6-Well-Platte zur Darstellung des Bafilomycin A Experi-
ments 

Es sind drei unterschiedliche HaCaT Zellproben zu unterscheiden, die jeweils 
in 2Wells verteilt sind. In jedem Well befinden sich insgesamt 2ml DMEM 

Medium mit 4x105 Zellen/ Well. Im Verlauf des Experiments wird jeweils ein 
Well von jeder Zellprobe mit Bafilomycin A behandelt.  
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einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. Jede der sechs Proben enthielt eine gewisse 

Menge Protein die vom Photometer als Absorption erfasst und aufgrund der Standard-

kurve aus Rinderalbumin (BSA) bestimmt wurde. Damit die einzelnen Proben unterei-

nander vergleichbar waren, wurde in allen Experimenten die gleiche Proteinmenge ver-

wendet.  

 

II.2.2.3 SDS PAGE 

Um die Zusammensetzung des Proteinlysates untersuchen zu können, wurde das Lysat 

mithilfe von Natrium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE) 

aufgetrennt. Hierfür wurden die Proben auf die gleiche Proteinkonzentration gebracht und 

anschließend mit einem 4-fachen Ladepuffer versetzt. Da die Gelelektrophorese nach 

Lämmli unter denaturierenden Bedingungen stattfand, wurden die vorbereiteten Proben 

samt Ladepuffer 5 min bei 94°C in einem Heizblock erhitzt. Aufgetragen wurden die 

Proteinproben auf ein Gel bestehend aus 4% Sammelgel und 10% Trenngel. Tabelle 9 

führt die Herstellung der Polyacrylamid Gele auf. 

 

Tabelle 9: Sammel- und Trenngel Zusammensetztung 

Komponente 4%  Sammelgel 

Volumen in ml 

10%  Trenngel 

Volumen in ml 

ddH2O 11,7 ml 21 

3 M Tris-HCl pH 8,8 - 5 

3 M Tris-HCl pH 6,8 0,624 µl - 

20%  SDS 0,750 µl 0,200  

Acrylamid 2,55 ml 13,4  

10%  APS 0,075 µl 0,400  

TEMED 0,0225 µl 0,064  

Gesamt 15 40 

 

Dabei war die aufgetragene Proteinmenge aller Proben identisch. Im Sammelgel wurden 

die Proben auf eine bestimmte Höhe gesammelt, bevor sie ins Trenngel übergehen und 

dort nach ihrer Größe aufgetrennt wurden. Die aufgetragenen Proteine wurden nach der 

Größe aufgetrennt, da durch das Detergenz SDS die Proteine eine einheitliche negative 

Ladung trugen.  

Neben den Proben wurden zusätzlich 2 µl des Markers Precision Plus Protein Standard 

Dual Color in das Gel geladen, um die Größe der aufgetrennten Proteine zuordnen zu 
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können. Die Gelelektrophorese wurde bei Raumtemperatur in einer Gelkammer gefüllt 

mit 1xLämmli-Ladepuffer durchgeführt. Dabei lag die Stromstärke anfangs bei 15 mA 

pro Gel. Sobald sich die Proben im Trenngel befanden, erhöhte man die Stromstärke auf 

25 mA. 

 

II.2.2.4 Western Blot 

Im Western Blot wurden die aufgetrennten Proteine von einem Polyacrylamidgel auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen. Dabei befand sich das Gel und die Nitrozellulose-

membran in einem Kunststoffgitter, das von jeder Seite mit einem Schaumpolster und 

Filterpapier bedeckt war. Zuvor wurden das Gel, die Nitrozellulosemembran, die beiden 

Filterpapiere und das Schaumpolster in einem mit Blotpuffer gefüllten Behälter getränkt. 

Anschließend wurde das Kunststoffgitter mit den mit Blotpuffer getränkten oben aufge-

führten Materialien und einem Kühlakku in eine Blotkammer überführt. Die Blotkammer 

wurde mit 1x Blotpuffer gefüllt. Der Transfer erfolgte dann bei 400 mA für zwei Stunden. 

Um den Erfolg des Transfers zu überprüfen, wurde die Membran nach dieser Zeit mit 

einer Ponceau-Lösung getränkt. Dabei wurden die übertragenen Proteine angefärbt und 

sichtbar gemacht.  

Um die Färbung auszuwaschen, wurde die Membran mit TBST gewaschen. Dies war 

möglich, weil sich Ponceau reversibel an die positiv geladenen und unpolaren Gruppen 

der Aminosäuren bindet. 

 

II.2.2.5 Immundetektion  

Die Immundetektion ermöglicht es, die gewünschten Proteine auf der Membran sichtbar 

zu machen. Zunächst wurden die unspezifischen freien Bindungsstellen an der Membran 

durch eine Blocklösung, bestehend aus 5% Milchpulver und 1x TBST, 30 min bei Raum-

temperatur blockiert. Nach einmaligem Waschen mit 1xTBST wurde die Membran mit 

einer 10 ml Primär Antikörper Lösung bei 4°C über Nacht inkubiert. 

Im Anschluss an der Inkubation wurde die Membran 3 x mit 10 ml TBST gewaschen und 

anschließend mit einem sekundären Antikörper für eine Stunde versetzt. Der sekundäre 

Antikörper war mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Bei den sekundären 

Antikörpern unterscheidet man je nach Herkunftsorganismus HRP-anti Maus und HRP-

anti-Kaninchen. Wenn der verwendete primäre Antikörper aus der Maus gewonnen 

wurde, dann sollte der sekundäre Antikörper gegen Maus gerichtet sein (HRP-anti Maus). 
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Nach der Inkubation wurde wieder mit 10 ml TBST 3 x gewaschen, um überschüssigen 

sekundären Antikörper zu entfernen.  

Um nun die Detektion durchzuführen und somit die Peroxidasereaktion in Gang zu set-

zen, wurde 1 ml ECL Lösung und 1 µl 10%iges H2O2 auf der Membran verteilt. Nach 

zweiminütiger Einwirkzeit wurde die Lösung abgetupft und die Membran, in einer Folie 

gewickelt, in eine Filmkassette überführt. In der Dunkelkammer wurde nun ein Super 

RX-Röntgenfilm auf die Membran gelegt und die Membran, abhängig von der Stärke des 

Signals, zwischen 1 Sekunde bis zu 30 Minuten auf dem Film exponiert. Schließlich 

wurde der Film in einem Entwicklungssystem (Detektor Curix 60) eingelegt um ihn dann 

maschinell zu entwickeln.  

 

II.2.2.6 Strippen 

Um die gebundenen Antikörper aus der Membran zu waschen, wurde diese mit 10 ml 

0,1% NaOH Lösung für 20 min versetzt. Nach der Inkubation mit NaOH wurde die 

Membran mit 1 x TBST gewaschen und anschließend wurden die wieder freien Bin-

dungsstellen mit Blocklösung blockiert. Die Membran war nun bereit, mit einem weiteren 

Primärantikörper behandelt zu werden.  

 

 

II.2.3 Immunfluoreszenzfärbungen  

 

Die Immunfluoreszenzfärbung begann mit der Kultivierung von HaCaT-Zellen auf Deck-

gläschen in einer 12-Well-Platte. Pro Well waren ca. 2 x 10^5 Zellen, die in 1 ml DMEM 

im Brutschrank kultiviert wurden. Erreichten die Zellen eine Konfluenz von ca. 80%, so 

wurden sie mit MeOH fixiert, indem das Medium abgesaugt wurde, mit 1x PBS gewa-

schen und anschließend für 8 min -20°C kaltes MeOH pro Well hinzugegeben wurde. 

Nach der Fixierung wurden die freien Bindungsstellen der Proteine in den Zellen für 15 

min mit 0,5 ml 1% BSA in 1 x PBS blockiert. Daraufhin wurden die Zellen für eine 

Stunde mit der verdünnten primären Antikörper-Lösung (Tabelle 6) inkubiert. Im An-

schluss daran wurden die Zellen 3 x mit 1 x PBS gewaschen um danach für eine Stunde 

mit den verdünnten sekundären Antikörpern (Tabelle 7) inkubiert. Nach der letzten An-

tikörper-Inkubationszeit wurden die Zellen mit 1 ml 1 x PBS gewaschen und zuletzt mit 

1 ml ddH2O. Die Deckgläser wurden mit Gel Mount auf dem Objektträger fixiert und 
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anschließend über Nacht bei Raumtemperatur dunkel gelagert. Am nächsten Tag wurden 

die Objektträger im Kühlschrank gelagert, bis diese mithilfe des konfokalen Laser Scan-

ning Mikroskops analysiert wurden. Mit dem Computerprogramm Zen black edition wur-

den die Mikroskopbilder dargestellt und bearbeitet.   

 

 

II.2.4 Statistische Auswertung und Bearbeitung 

 

Während der experimentellen Arbeit wurden die Experimente mindestens viermal unab-

hängig voneinander  durchgeführt. Ausnahme stellen folgende Experimente dar: 

- Cycloheximid-Experiment (zweimal wiederholt ) 

- Cycloheximid und Bafilomycin A Doppelbehandlung-Experiment (einmal durch-

geführt ) 

Um die statistische Analyse durchzuführen, wurden die Banden des Westernblots auf ei-

nem Röntgenfilm entwickelt und mithilfe eines Scanners digitalisiert. Anschließend wur-

den die Daten anhand der Quantity-One Software densitometrisch quantifiziert und mit 

GAPDH normalisiert. Die graphische Darstellung und die statistische Auswertung wur-

den anhand des Computerprogramms GraphPad Prism 5 erstellt. Dabei wurde für die 

Auswertung mit one-way- und two-way-Varianzanalysen sowie den Bonferroni-Ver-

gleichstest gearbeitet. Mittelwert ± Standardabweichung sind als Balken dargestellt. Sta-

tistische Werte mit p < 0,05 wurden als signifikant, Werte mit p < 0,01 als hoch signifi-

kant und Werte mit p < 0,001 als sehr hoch signifikant bezeichnet. Aufgenommene Bilder 

(für die Immunfluoreszenzfärbung) mit den konfokalen Laserscanning Mikroskop, wur-

den exportiert und mit der ZEN Software analysiert. 

Mithilfe der CorelDRAW X7 Software wurden die Abbildungen bearbeitet. 
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III Ergebnisse 

 

Im Folgenden werden die experimentellen Ergebnisse dieser Studie dargestellt, die sich 

mit desmosomalen Zelladhäsionsproteinen in Flotillin-Knockdown HaCaT-Zellen be-

schäftigen. Insbesondre liegt der Fokus zum einen auf die Morphologische Veränderung 

der Plasmamembran und zum anderen auf den Expressionslevel der Proteine in Flotillin-

Knockdown Zellen unter unterschiedlichen Bedingungen. 

III.1 Einfluss von Flot-1- und Flot-2-Knockdown auf die Expression von 

Desmoglein-2 in HaCaT-Keratinozyten 

Um den Expressionslevel von Dsg2 in HaCaT-Zellen darzustellen, wurden die gewonne-

nen Proteinlysate in einem SDS-Gel aufgetrennt und anschließend mittels Western Blot 

auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Durch spezifische Antikörper wurden die 

Proteine detektiert. Abbildung 8 zeigt den Expressionslevel von Dsg2 in stabilen Flot-1- 

und Flot-2-Knockdown HaCaT-Zellen und in Kontrollzellen. Flot-1 und- 2 wurden de-

tektiert, um den Knockdown in den jeweiligen Proben zu überprüfen. Zudem dient 

GAPDH als Ladekontrolle und wurde bei der Quantifizierung mitberechnet. 

Aus Abbildung 8A wird ersichtlich, dass der Dsg2-Proteinlevel in den HaCaT-Knock-

down Proben tendenziell höher war im Vergleich zu dem Proteinlevel in HaCaT-Kon-

trollzellen. Weiterhin wurden die Ergebnisse aus vier unabhängigen Experimenten durch 

die densitometrische Quantifizierung (Abbildung 8B) weiter ausgewertet. Die statistische 

Auswertung zeigte, dass die Erhöhung des Proteinlevels in den HaCaT-Knockdown Zel-

len keinen signifikanten Unterschied darstellt (Abbildung 8B). Daraus kann man schlie-

ßen, dass Flotilline keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von Dsg2 haben.  
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Abbildung 8: Flot-1 und Flot-2 Knockdown in HaCaT-Keratinozyten hat keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Expression von Desmoglein-2 

(A) Dsg2 Expressionslevel in stabilen Flot-1-(F1-shRNA) und Flot-2-(F2-shRNA) Knockdown-HaCaT-

Zellen sowie -Kontrollzellen (shControl) mittels Western Blot. (B) Quantifizierung des Dsg2-Proteinlevels. 
Die Signale wurden auf GAPDH normalisiert und um den Hintergrundwert korrigiert. Die Balken stellen 
den Mittelwert ± Standardabweichung von vier unabhängigen Experimenten (n  = 4) dar. Es wurde ein one-

way ANOVA mit Bonferroni’s multiple comparison Test durchgeführt, um die Signifikanz der Eegebnisse 
zu überprüfen. 
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III.2 Einfluss von Flot-1- und Flot-2-Knockdown auf die Lokalisation 

und Morphologie des Dsg2-Proteins in HaCaT-Keratinozyten 

Da durch das vorangegangene Experiment festgestellt wurde, dass Flotilline keinen sig-

nifikanten Einfluss auf den Dsg2-Expressionslevel haben, wurde die Morphologie und 

Lokalisation von Dsg2 in HaCaT-Flot-1- und -Flot-2 –Knockdown-Zellen im Vergleich 

zu Kontrollzellen mittels konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie untersucht. Dafür wur-

den die Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte bei 37°C kultiviert. Nachdem 

die Zellen konfluent wuchsen, wurden diese mit MeOH fixiert. Anschließend wurde mit 

Dsg2 mittels Immunfluoreszenz gefärbt. 

 

Abbildung 9: Knockdown von Flotillinen in HaCaT-Zellen resultiert in einer veränderten Lokalisa-
tion und Morphologie von Dsg2 an der Plasmamembran 

HaCaT-Kontroll- (shControl), Flot-1-Knockdown- (F1-shRNA) und Flot-2-Knockdown-(F2-shRNA) Zel-

len wurden zwei Tage auf  Deckgläschen in einer 12-Well-Platte kultiviert. Anschließend wurde mit MeOH 
fixiert und eine Immunfluoreszenzfärbung mit einem anti-Dsg2 (rot) Antikörper und einem dsDNA spezi-

fischen Fluoreszenzfarbstoff für die Zellkerne (DAPI, blau) durchgeführt. Um die Morphologie und Loka-
lisation von Dsg2 besser beurteilen zu können, wurde ein vergrößerter Bereich der Plasmamembran darge-

stellt. Maßstab= 20µm. 
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Das Ergebnis der Dsg2-Immunfluoreszenzfärbung ist in Abbildung 9 dargestellt. Hier 

wurde Dsg2 rot und die Zellkerne blau mit DAPI, einem dsDNA spezifischen Fluores-

zenzfarbstoff, gefärbt. 

Da Dsg2 sich hauptsächlich an der Plasmamembran befindet, ist diese rot gefärbt. In der 

ersten Spalte, in der beide Färbungen überlagert sind, sind die Plasmamembran (rot) und 

der Zellkern (blau) in den drei Zelllinien zu sehen. Eine zweifache Vergrößerung (rechts) 

wurde erstellt, damit die Morphologie besser beurteilt werden kann.  

In den HaCaT-Kontrollzellen (sh-control) ist Dsg2 konzentriert und dicht an der Plasma-

membran lokalisiert. Vergleicht man nun die Kontrollzellen mit den HaCaT-Knockdown-

Zellen so sieht man, dass Dsg2 in den Flotillin-Knockdown-Zellen diffus und anders ver-

teilt um die Plasmamembran lokalisiert ist. Daraus kann man folgern, dass das Fehlen 

von Flotillin einen Einfluss auf die Lokalisation und Morphologie des Zelladhäsionspro-

teins Dsg2 hat. Es führt zu einer zerstreuten Lokalisation an der Plasmamembran und 

damit möglicherweise zu einer schwächeren desmosomalen Adhäsion der Zellen unter-

einander. 

 

III.3 Auswirkung von Flot-1- und Flot-2-Knockdown auf den Desmopla-

kin Expressionslevel in HaCaT Keratinozyten 

DP ist ein weiterer Bestandteil der desmosomalen Zelladhäsionsproteine. Es befindet sich 

im Gegensatz zu Dsg2 vollständig im Zytoplasma der Zellen und stellt die Verbindung 

zwischen IF und weiteren desmosomalen Zelladhäsionsproteinen dar (Bornslaeger et al. 

1996). Um den Einfluss von Flotillinen auf desmosomalen Strukturen weiter zu untersu-

chen, wurde DP in Flotillin-Knockdown und HaCaT-Kontrollzellen untersucht. Dafür 

wurden die Zellen in 6-Well-Platten kultiviert. Im Anschluss wurden die Proteinlysate 

gewonnen und mittels Western Blot analysiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit 

einem spezifischen anti-DP-Antikörper. In Abbildung 10A ist der DP-Expressionslevel 

in Flot-1- und Flot-2-Knockdown sowie in Kontrollzellen zu sehen. Die Signalintensität 

für den Expressionslevel in den Kontrollzellen ist etwas stärker als in den HaCaT-Knock-

down-Zellen. Dies deutet darauf hin, dass in Abwesenheit von Flotillinen der DP-Pro-

teinlevel vermindert sein könnte. 
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Die densitometrische Quantifizierung der DP-Signale aus vier unabhängigen Experimen-

ten (Abbildung 10B) und die statistische Auswertung ergeben allerdings keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen dem DP-Proteinlevel in Flot-1- und Flot-2-Knockdown 

sowie HaCaT-Kontrollzellen. Durch die fehlende Signifikanz kann man hier vermuten, 

dass Flotilline keinen großen Einfluss auf den Expressionslevel von DP haben. Allerdings 

Abbildung 10: Kein signifikanter Einfluss von Flot-1- und Flot-2 -Knockdown auf die Expression 
von DP  

(A) Darstellung des DP-Expressionslevels in HaCaT-Kontroll-(sh-control), Flot-1-Knockdown-(F1-
shRNA) und Flot-2 -Knockdown-(F2-shRNA) Zellen mittels Western Blot. (B) Densitometrische Quanti-
fizierung und Darstellung von DP-Proteinlevel in HaCaT-Kontroll-(sh-control), Flot-1-Knockdown-(F1-

shRNA) und Flot-2-Knockdown-(F2-shRNA) Zellen. Die Signale wurden auf GAPDH normalisiert und 
um den Hintergrundwert korrigiert. Die Balken stellen den Mittelwert ± Standardabweichung der vier un-
abhängigen Experimente dar (n=4). Es wurde ein one-way ANOVA mit Bonferroni’s multiple comparison-

Test durchgeführt, um die Signifikanz der Ergebnisse zu überprüfen. n. s. = nicht signifikant 

 



41 

 

ist durch die großen Schwankungen der DP-Proteinmenge in den Flot-2-Kockdown Zel-

len bzw. durch den daraus resultierenden hohen Fehlerbalken keine endgültige Aussage 

möglich. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation von DP in Flotillin-Knock-

down HaCaT-Zellen verändert ist (Völlner et al. 2016) und vermutlich ein Zusammen-

hang besteht.  

 

III.4 Inhibierung des lysosomalen Abbaus führt zu Akkumulation von 

Dsg3 und Dsg2 in HaCaT-Keratinozyten  

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, auf welchem Wege Flotilline den Ex-

pressionslevel desmosomaler Zelladhäsionsproteine beeinflussen. Eine entscheidende 

Frage ist dabei, ob Flotilline den Aufbau- oder Abbau-Weg desmosomaler Zelladhäsi-

onsproteine beeinflussen. Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, wurden Flot-

1- und Flot-2- Knockdown- sowie HaCaT-Kontrollzellen für zwei bis drei Tage in einer 

6-Well-Platte bei 37°C kultiviert. Nachdem die Zellen konfluent wuchsen, wurde ein Me-

diumwechsel durchgeführt. Die zu behandelnden Zellen erhielten für 24 Stunden einen 

Zusatz von 50 nM Bafilomycin A (BafA). Die unbehandelten Zellen bekamen einen Me-

diumwechsel ohne Zusatz. Nach 24-stündiger Inkubation mit Bafilomycin A wurden Pro-

teinlysate gewonnen und mittels SDS-Gel und Western Blot analysiert. In Abbildung 11 

sind die behandelten (+) und unbehandelten (-) Flot-1- und Flot-2-Knockdown- und 

HaCaT-Kontrollzellen mit den jeweiligen desmosomalen Zelladhäsionsproteinen aufge-

führt. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet und bei der densitometrischen Quan-

tifizierung (Abbildung 11) zur Normalisierung verwendet. Flot-1- und Flot-2- Proteine 

wurden detektiert um den Knockdown in den jeweiligen Proben zu überprüfen. Das Ex-

pressionslevel von DP, Dsg1 und Plakoglobin (y-Catenin) in den behandelten und unbe-

handelten Zellen sowie im Vergleich zwischen den unbehandelten Flotillin-Knockdown- 

und -Kontrollzellen ist nicht verändert (siehe Abbildung 11). Wie bereits bekannt (Völl-

ner et al. 2016), ist der Proteingehalt von Dsg3 in den unbehandelten Kontrollzellen höher 

als in den unbehandelten Flotillin-Knockdown Zellen. Zudem scheint der Dsg2 Protein-

level in den unbehandelten Flot-1-Knockdown-Zellen verringert zu sein im Vergleich zu 

den unbehandelten Kontroll- und Flot-2-Knockdown-Zellen. Man beachte, dass hier ins-

gesamt sechs unabhängige Experimente durchgeführt worden sind -und nur in zwei Ex-

perimenten verhält sich der Dsg2-Proteinlevel auf diese Weise. In den weiteren Experi-

menten schwankte der Dsg2-Expressionslevel in den unbehandelten HaCaT-Zellen.  
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Weiterhin auffallend ist, dass das verminderte Dsg3-Expressionslevel durch die Behand-

lung mit BafA wieder erhöht wird. Das Dsg2-Expressionslevel verhält sich ähnlich, in-

dem er nach BafA-Behandlung ansteigt. Alle weiteren Expressionslevel der desmosoma-

len Zelladhäsionsproteine zeigen keine Veränderung nach BafA-Behandlung. 

 

 

 

BafA ist ein spezifischer Inhibitor der Vakuolaren-Typ H+ -ATPase in Lysosomen, der 

die Ansäuerung im Vesikel hemmt und gleichzeitig die Funktion des Lysosoms beein-

trächtigt. Somit kann man schlussfolgern, dass Dsg3 und Dsg2 lysosomal abgebaut wer-

den. Durch die Hemmung des lysosomalen Abbauwegs akkumulieren Dsg2 und 3 in der 

Abbildung 11: In Flotillin-Knockdown-Zellen führt die Inhibierung des lysosomalen Abbaus zu Ak-
kumulierung von Dsg3 und Dsg2 in HaCaT Zellen 

Dsg3, Dsg2, Dsg1, PG (y-Cat) und DPL -Expressionslevel in HaCaT-Flot-1 Knockdown-(F1-shRNA), in 
Flot-2 Knockdown-(F2-shRNA) und HaCaT-Kontrollzellen (shControl). Nach einer 48-stündigen Inkuba-

tion der Zellen in einer 6-Well-Platte unter Wachstumsbedingungen erfolgte ein Mediumwechsel mit Zu-
satz von 50 nM Bafilomycin A (+) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den unbehan-
delten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach einer 24-stündigen 

Inkubation wurden die Proteinlysate gewonnen, mit Western Blot analysiert und mit spezifischen Antikör-

pern detektiert. Es wurden sechs unabhängige Experimente durchgeführt (n  = 6). 
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Zelle und es kommt zu einem erhöhten Proteinlevel. Die densitometrische Quantifizie-

rung und die statistische Analyse (siehe Abbildung 12) ergaben signifikante Unterschiede 

zwischen den behandelten und unbehandelten HaCaT-Zellen für Dsg2 und Dsg3. 

 

 

 

Der Proteinlevel von Dsg3 (Abbildung 12A) ergab bei allen drei Zellgruppen-, Flot-1-

knockdown, Flot-2-Knockdown sowie in Kontrollzellen-, einen signifikanten Unter-

schied zwischen den mit BafA behandelten und den unbehandelten Proben. Weiterhin 

ergab der Proteinlevel von Dsg2 (Abbildung 12B) in Kontrollzellen und Flot-1-Knock-

Abbildung 12: Inhibierung des lysosomalen Abbauwegs führt in HaCaT-Zellen zu Akkumulierung 
von Dsg-3 und Dsg-2 

Densitometrische Quantifizierung der Dsg3 (A), Dsg2 (B), Dsg1 (C), PG (y-Cat ) (D) und DP (E) Protein-
level in HaCaT-Flot-1-Knockdown-(F1-shRNA), in Flot-2-Knockdown-(F2-shRNA) und HaCaT-Kon-
trollzellen (sh-control). Nach einer 48-stündigen Inkubation der Zellen in einer 6-Well-Platte unter Wachs-

tumsbedingungen erfolgte ein Mediumwechsel mit Zusatz von 50 nM Bafilomycin A (+; grauer Balken) 
in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den unbehandelten Zellen (-; weißer Balken) 
wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach einer 24-stündigen Inkubation wurden 

die Proteinlysate gewonnen, mit Western Blot analysiert und mit spezifischen Antikörpern detektiert. Die 
Signale wurden mit GAPDH normalisiert und um den Hintergrundwert korrigiert. Die Balken repräsentie-

ren den Mittelwert ± der Standardabweichung. n = 6 
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down, einen signifikanten Unterschied zwischen den mit BafA behandelten und den un-

behandelten HaCaT Zellen. Zudem ist der Proteinlevel von Dsg1, DP und PG (y-Catenin) 

in den behandelten und unbehandelten Zellen gleichmäßig geblieben; die statistische 

Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten und un-

behandelten Proben dieser Proteine. 

Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass Flotilline einen differenzierten Einfluss auf 

den Proteinlevel desmosomaler Zelladhäsionsproteine haben. So ist der Proteinlevel von 

Dsg3 in den unbehandelten Flotillin-Knockdown-Zellen signifikant vermindert im Ver-

gleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Bei allen weiteren desmosomalen Zelladhä-

sionsproteinen bleibt der Proteinlevel in den unbehandelten Flotillin-Knockdown-Zellen 

relativ stabil und ist nicht im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant verändert. Somit 

wird mit dem Proteinlevel desmosomaler Zelladhäsionsproteine verdeutlicht (Abbildung 

12), wie unterschiedlich stark der Flotillin-knockdown einen Einfluss auf den Expressi-

onslevel der Proteine nimmt. Durch die Inhibierung des lysosomalen Abbauwegs und die 

Akkumulierung von Dsg3 und Dsg2 wird deutlich, dass beide Proteine lysosomal abge-

baut werden. DP, Dsg1 und PG (y-Catenin) scheinen nicht oder weniger lysosomal abge-

baut zu werden, da der Proteinlevel dieser Proteine sich nach Bafilomycin A-Behandlung 

nicht ändert. DP und PG sind zytosolische Proteine und können sich somit den lysosoma-

len Abbauweg entziehen. Dahingegen ist Dsg1 ein Transmembranärer Protein und a.e. 

aufgrund der verminderten Dynamik stabiler an der Plasmamembran haften bleibt als 

Dsg2 und Dsg3. Somit ist der Effekt bei Dsg1 nach Bafilomycin A-Behandlung nicht so 

stark zu sehen. 

 

III.5 Nach Inhibierung des lysosomalen Abbaus in HaCaT-Keratinozy-

ten akkumuliert Dsg3 in Lysosomen  

Wie in den vorherigen Ergebnissen ersichtlich wurde, kommt es durch die Hemmung des 

lysosomalen Abbaus zu einer Akkumulation von Dsg3 und teilweise Dsg2 in HaCaT- 

Zellen. Die Auswirkung der Hemmung auf die Lokalisation der Proteine in der Zelle 

sollte genauer untersucht werden. Daher wurde zunächst eine Dsg3-Immunfluoreszenz-

färbung durchgeführt. Dazu wurden HaCaT-Kontrollzellen, Flot-1- und Flot-2-Knock-

down-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte kultiviert. Nachdem die Zellen 

konfluent wuchsen, wurden die zu behandelnden Zellen 24 Stunden mit 50 nM BafA 

behandelt. Die unbehandelten Zellen bekamen einen Mediumwechsel ohne Zusatz von 
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weiteren Stoffen. Anschließend wurden die Zellen mit MeOH fixiert und die Immunflu-

oreszenzfärbung mit spezifischem anti-Dsg3 (rot) Primär- und Sekundär-Antikörper 

durchgeführt. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. 

 

Abbildung 13 stellt die Dsg3-Immunfluoreszenz-Färbung in HaCaT-Kontrollzellen (sh-

control) dar. Hier sind die unbehandelten und die behandelten Zellen sowie eine Vergrö-

ßerung der behandelten Zellen zu sehen. Schaut man sich nun erstmals die unbehandelten 

Zellen an, so erkennt man, dass Dsg3 hauptsächlich in der Plasmamembran lokalisiert ist. 

Behandelt man die Zellen allerdings mit BafA, so sieht man vesikuläre klumpige Struk-

turen, die ebenfalls rot gefärbt sind, im Zytoplasma der Kontrollzellen. Diese Strukturen 

sind Dsg3 Proteine, die sich nach BafA-Behandlung und somit Hemmung des lysosoma-

len Abbauwegs in zytoplasmatischen vesikulären Strukturen der Zelle akkumulieren.  
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In Abbildung 14 ist die Dsg3-Immunfluoreszenzeinzelfärbung in Flot-1 Knockdown-Zel-

len dargestellt. Im Vergleich zu der vorherigen Abbildung 13 fällt hier bei den unbehan-

delten Flot-1-Knockdown-Zellen die Plasmamembran auf, die durch die lockere und et-

was verstreute Lokalisation von Dsg3 zustande gekommen ist. Die Lokalisation und An-

ordnung der Proteine ist etwas aufgelockert, sodass die Plasmamembran nicht mehr dicht 

und straff erscheint wie bei den Kontrollzellen. 

Abbildung 13: Akkumulation von Dsg3 in shControl HaCaT-Zellen nach Bafilomycin A-Behandlung 

Immunfluoreszenzfärbung von Dsg3 in HaCaT -Kontrollzellen (sh-control). 

Nach einer 48-stündigen Inkubation der HaCaT -Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein Medium-

wechsel mit Zusatz von 50 nM Bafilomycin A (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den 

unbehandelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach anschließender 24 -stündiger 

Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit Antikörpern gegen Dsg3 (rot; Dsg3) gefärbt. Die Markierung 

der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. Maßstab= 20µm. 

 
 

 

 



47 

 

 

Im Gegensatz dazu sieht man in den BafA-behandelten Flot-1-Knockdown-Zellen ver-

mehrt rot gefärbte vesikuläre und klumpige Strukturen im Zytoplasma. Diese sind Dsg3-

Proteine, die in zytoplasmatischen vesikulären Strukturen der Zelle akkumulieren, nach-

dem der lysosomale Abbauweg durch BafA gehemmt wurde, ähnlich wie bei den behan-

delten HaCaT-Kontrollzellen. 

Abbildung 14: Akkummulation von Dsg3 in Flot-1-Knockdown-HaCaT-Zellen nach Bafilomycin A-
Behandlung  

Immunfluoreszenzfärbung von Dsg3 in Flotillin-1-Knockdown- (F1-shRNA) HaCaT -Zellen. Nach einer 
48-stündigen Inkubation der HaCaT-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein Medi-

umwechsel mit Zusatz von 50  nM Bafilomycin A (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Medium-
wechsel bei den unbehandelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. 
Nach anschließender 24-stündiger Inkubation, wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit Antikörpern 

gegen Dsg3 (rot) gefärbt. Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. Maßstab = 20 µm. 
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Die Lokalisation der Dsg3-Proteine an der Plasmamembran hat sich daher vermindert 

und deshalb sieht diese nun etwas verblasst aus im Gegensatz zu den unbehandelten 

HaCaT-Kontrollzellen (Abbildung 13).  

 

Abbildung 15 zeigt eine Immunfluoreszenzfärbung der Flot-2-Knockdown Zellen. Hier 

ist in den unbehandelten Flot-2-Knockdown-Zellen die Plasmamembran etwas diffuser 

Abbildung 15: Akkumulation von Dsg3 in Flot-2-Knockdown-HaCaT-Zellen nach BafA-Behand-
lung 

Immunfluoreszenzfärbung von Dsg3 in Flotillin-2-Knockdown- (F2-shRNA) Zellen. Nach einer 48-stün-

digen Inkubation der HaCaT-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein Mediumwechsel 
mit Zusatz von 50 nM Bafilomycin A (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei 

den unbehandelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach anschlie-
ßender 24-stündiger Inkubation, wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit  Antikörpern gegen Dsg3 
(rot) gefärbt. Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. Maßstab = 20 µm. 
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dargestellt als es bei den Flot-1-Knockdown- oder den Kontrollzellen der Fall ist. Die 

Lokalisation von Dsg3 ist nicht dicht und straff an der Plasmamembran zu sehen, sondern 

eher aufgelockert- ähnlich wie bei Flot-1-Knockdown Zellen (siehe Abbildung 14). In 

den BafA behandelten Flot-2-Knockdown-Zellen häufen sich wiederum rot gefärbte vesi-

kuläre Strukturen, die Dsg3 darstellen, im Zytoplasma an. Aufgrund der Lokalisation 

zwischen Zellkern und Plasmamembran kann man sagen, dass Dsg3-Proteine sich in zy-

toplasmatischen vesikulären Strukturen befinden. 

 

Weiterhin beobachtet man durch die Akkumulation von Dsg3 in intrazellulären Kompar-

timenten der Flotillin-Knockdown-Zellen eine Veränderung der Dsg3-Lokalisation und 

Morphologie an der Plasmamembran. Schaut man sich in Abbildung 14 und Abbildung 

15 die unbehandelten Knockdown-Zellen an und dann die mit BafA behandelten Zellen, 

erkennt man eine etwas dichtere und konzentrierte Anordnung der Dsg3 Proteine an der 

Plasmamembran als in den unbehandelten Flot-1- und -2- Knockdown-Zellen. Darüber 

hinaus fällt auf, dass in den Knockdown-Zellen tendenziell mehr Dsg3 in zytoplasmati-

schen vesikulären Strukturen akkumuliert als in den Kontrollzellen. Dies weist darauf 

hin, dass in den Knockdown Zellen vermehrt Dsg3 abgebaut wird.  

 

Im Anschluss an die Einzelfärbung wurde eine Doppelfärbung durchgeführt um zu sehen, 

ob sich die Proteine nach BafA-Behandlung tatsächlich in den durch BafA geschädigten 

Lysosomen anlagern. Dazu wurden die Zellen ebenfalls auf Deckgläschen in einer 12-

Well-Platte für zwei Tage kultiviert. Nachdem die Zellen konfluent wuchsen, wurden 

diese mit 50 nM BafA behandelt. Die unbehandelten Zellen erhielten einen Medium-

wechsel ohne Zusatz. Anschließend wurde die Immunfluoreszenzfärbung mit spezifi-

schem anti-Dsg3 (rot) und anti-Lamp1 (grün) Antikörpern durchgeführt. 

Lamp1, ein Lysosomen-assoziiertes Glykoprotein, dient als spezifischer Marker für 

Lysosomen. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI markiert. In Abbildung 16 ist die 

Immunfluoreszenz Doppelfärbung der HaCaT-Kontrollzellen (sh-control) zu sehen. 

In der ersten Spalte zeigt Abbildung 16 grüne Strukturen (Lamp1:grün), in der zweiten 

Spalte rot gefärbte Strukturen (Dsg3: rot) und in der letzten Spalte sind beide Färbungen 

zusammen dargestellt und ergeben bei Überlagerung die Farbe gelb.  
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Man unterscheidet in Abbildung 16 behandelte von unbehandelten HaCaT Kontrollzel-

len. Da Dsg3 sich konzentriert und vermehrt in der Plasmamembran befindet, ist die Plas-

mamembran in der Abbildung rot dargestellt. Die grünen Strukturen stellen die Lysoso-

men dar und sind daher im Zytoplasma der Zelle lokalisiert. In den unbehandelten Kon-

trollzellen erscheinen die genannten Strukturen vermindert und verblast und nicht inten-

siv im Vergleich zu den behandelten Kontrollzellen. Weiterhin fällt auf, dass nach BafA-

Abbildung 16: Kolokalisation von Dsg3 und Lamp1 in sh-control HaCaT-Zellen nach BafA-Behand-
lung 

Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Lamp1 und Dsg3  in sh-control HaCaT-Zellen. Nach einer 48-stün-

digen Inkubation der HaCaT-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte, erfolgte ein Mediumwechsel 
mit Zusatz von 50 nM Baf A (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den unbe-
handelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach anschließender 24-

stündiger Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit anti-Dsg3 (rot) und anti-Lamp1 (grün) -
Antikörpern mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Die Markierung der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. 

Maßstab = 20 µm. 
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Behandlung rot gefärbte vesikuläre und klumpige Strukturen, die Dsg3-Proteine darstel-

len, sich in zytoplasmatischen vesikulären Strukturen der Zelle befinden. Nach BafA-

Behandlung vermehren sich ebenfalls die Lysosomen im Zytoplasma. Schaut man nun  

die überlagerte Darstellung der Doppelfärbung an, so sieht man, dass sich nach BafA-

Behandlung die Lysosomen und Dsg3-Strukturen intrazellulär überlagern (gelb).Daraus 

lässt sich folgern, dass Dsg3 wie angenommen wurde, lysosomal abgebaut wird. Durch  

 

Abbildung 17: Kolokalisation von Dsg3 und Lamp1 in Flot-1-Knockdown-HaCaT-Zellen nach BafA-

Behandlung 
 
Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Lamp1 und Dsg3 in Flotillin-1-Knockdown-HaCaT-Zellen. Nach 

einer 48-stündigen Inkubation der HaCaT-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein 
Mediumwechsel mit Zusatz von 50 nM Baf A (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwech-

sel bei den unbehandelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach 
anschließender 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit anti-Dsg3 (rot) und 
anti-Lamp1 (grün) -Antikörpern mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Die Markierung der Zellkerne (blau) 

erfolgte mit DAPI. Maßstab = 20µm. 
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die lysosomale Hemmung akkumuliert es in den Lysosomen, die sich in zytoplasmati-

schen vesikulären Strukturen der Zelle befinden. 

Weiterhin wurde die Immunfluoreszenz-Doppelfärbung ebenfalls mit Flot-1-Knock-

down- (siehe Abbildung 17) und Flot-2-Knockdwon- (siehe Abbildung 18) HaCaT-Zel-

len durchgeführt. Beide Zellgruppen ergaben eine Kolokalisation von Dsg3 und Lamp1 

nach BafA-Behandlung. 

 

 

 
Abbildung 18: Kolokalisation von Dsg3 und Lamp1 in Flotillin-2-Knockdown-HaCaT-Zellen nach 
Bafilomycon A-Behandlung 

 
Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Lamp1 und Dsg3 in Flot-2-Knockdown-HaCaT Zellen. Nach einer 
48-stündigen Inkubation der HaCaT-Zellen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein Mediumwechsel mit Zusatz 

von 50 nM BafA (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den unbehandelten 
Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach anschließender 24-stündiger 

Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit anti-Dsg-3 (rot) und anti-Lamp1 (grün) Antikör-
pern mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Die Markierung der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. Maßstab 
= 20µm. 

 



53 

 

Anzumerken ist hier, dass bei allen drei unbehandelten Zellgruppen sich die Plasma-

membran (Dsg3-Lokalisation) und die Intensität der Lysosomen unterscheiden. In den 

unbehandelten HaCaT-Kontrollzellen ist die Lamp1-Färbung schwächer als in den unbe-

handelten Flot-1- und Flot-2- Knockdown-HaCaT-Zellen. In der Studie von Meister et al. 

wurde schon gezeigt, dass Flotilline bei dem endosomalen Transport eine Rolle spielen 

und ihr Fehlen Defekte in Endosomen und Lysosomen verursachen kann (Meister und 

Tikkanen 2014).  

 

III.6  Immunfluoreszenz Doppelfärbung von Dsg2 und Lamp1 nach 

Bafilomycin A Behandlung in HaCaT-Keratinozyten  

In den vorherigen Abbildungen wurde die Kolokalisation von Dsg3-Proteinen und den 

Lysosomen nach BafA-Behandlung bewiesen. Nun stellte sich die Frage, ob das Dsg2-

Protein lysosomal abgebaut wird und wie sich die Lokalisation nach BafA-Behandlung 

ändert. Dazu wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Dsg2 und Lamp1 in 

Flot-1- und- Flot-2-Knockdown- sowie HaCaT-Kontrollzellen durchgeführt (siehe Ab-

bildungen 19-21). Hierfür wurde ähnlich wie bei der Dsg3 Immunfluoreszenz-Doppel-

färbung Dsg2 rot markiert und Lamp1 grün. 

Vergleicht man zuerst die unbehandelten Flot-1- und Flot-2- Knockdown- mit den unbe-

handelten Kontrollzellen, so sieht man eine konzentrierte und dichte Lokalisation von 

Dsg2 an der Plasmamembran in den unbehandelten Kontrollzellen. Dadurch erscheint die 

Plasmamembran dicht und stabil. Im Gegensatz dazu ist die Plasmamembran in den un-

behandelten Flot-1- und- 2-Knockdown-Zellen etwas aufgelockert, da Dsg2-Proteine sich 

nicht konzentriert und dicht an der Plasmamembran befinden. Der Flotillin Knockdown 

hat also einen Einfluss auf die Morphologie von Dsg2 an der Plasmamembran. 

Darüber hinaus wurde nach BafA-Behandlung in den Kontrollzellen keine so starke Ak-

kumulation von Dsg2 im Zytoplasma beobachtet, wie es bei Dsg3 der Fall war (vgl. Ab-

bildung 16, mit Abbildungen 11 und 12). In den Flot-1- und Flot-2-Knockdown-Zellen 

ist Dsg2 nicht streng an der Plasmamembran lokalisiert, sondern aufgelockert um die 

Plasmamembran herum und im Zytoplasma. Zu beobachten ist, dass nach Bafilomycin 

A-Behandlung in Flot-1-Knockdown-Zellen sich Dsg2 zu vesikulären und klumpigen 

Strukturen im Zytoplasma versammelt (Abbildung 20). Die überlagerten Doppelfärbun-

gen zeigen allerdings keinerlei sichtbare Kolokalisation von Dsg2 und Lamp1 nach Hem-
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mung des lysosomalen Abbauwegs, d. h. Dsg2 befindet sich nicht oder kaum in Lysoso-

men, anders als Dsg3. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass Dsg2 in Flot-1- und Flot-2-

Knockdown-Zellen nicht so sehr stark beeinträchtigt ist wie Dsg3 und es daher nicht zur 

sichtbaren Akkumulation und Kolokolisation mit lysosomalen Strukturen kommt. Aller-

dings zeigen die Abbildungen in denen die Lokalisation und Morphologie von Dsg2 an 

der Plasmamembran in Flot-1- und Flot-2-Knockdown-Zellen in einem gewissen Maße 

beeinträchtigt sind, dass Flotilline Dsg2 beeinflussen können. 

 

 

Abbildung 19: Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Dsg2 und Lamp1 nach BafA-Behandlung 

zeigt keine Kolokalisation in sh-control HaCaT-Zellen 
 

Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Lamp1 und Dsg2 in sh-control HaCaT-Zellen. Nach einer 48-stün-
digen Inkubation der HaCaT Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein Mediumwechsel 
mit Zusatz von 50 nM BafA (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den unbe-

handelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach anschließender 24-
stündiger Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit anti-Dsg2(rot) und anti-Lamp1 (grün) -
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Antikörpern mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Die Markierung der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. 
Maßstab = 20µm. 
 

Vergleicht man in Abbildung 19 die behandelten und unbehandelten 

HaCaT-Kontrollzellen, so sieht man auf der einen Seite wie sich die Struktur der 

Plasmamembran ändert und auf der anderen Seite, wie sich die Lysosomen vermehren 

und zu vesikulären klumpigen Strukturen werden. Durch BafA wird der lysosomale 

Abbauweg gehemmt und dadurch akkumulieren jegliche Proteine, die lysosomal 

abgebaut werden, in den Lysosomen. Diese zeigen sich in der Abbildung 19 als grün 

gefärbte vesikuläre Strukturen. Hier ist keine Kolokalisation von Dsg2 mit Lamp1 zu 

beobachten. 

 

 

 

Abbildung 20: Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Dsg2 und Lamp1 nach BafA-Behandlung 
zeigt keine Kolokalisation in Flot-1-Knockdown-HaCaT-Zellen 
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Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Lamp1 und Dsg2 in Flotillin-1-Knockdown-HaCaT-Zellen. Nach 
einer 48-stündigen Inkubation der HaCaT-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein 
Mediumwechsel mit Zusatz von 50 nM BafA (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwech-

sel bei den unbehandelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach 
anschließender 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit anti-Dsg2(rot) und 
anti-Lamp1 (grün) -Antikörpern mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Die Markierung der Zellkerne (blau) 

erfolgte mit DAPI. Maßstab = 20µm. 

 
In Abbildung 20 sind unbehandelte und mit BafA behandelte Flot-1-Knockdown-Zellen 

zu sehen, die mit Lamp1 und Dsg2 Immunfluoreszenz markiert worden sind. Nach der 

Behandlung mit BafA verhalten sich die Flot-1- Knockdown-Zellen ähnlich wie bei den 

Kontrollzellen. Die Plasmamembran ändert sich und die Lysosomen werden zu vesikulä-

ren und klumpigen Strukturen. Da man hier minimale Verfärbungen der klumpigen Struk-

turen mit Dsg2 erkennen kann, ist hier eine geringe Kolokalisation in betracht zu ziehen. 

 

 
 
Abbildung 21: Immunfluoreszenz- Doppelfärbung von Dsg2 und Lamp1 nach Bafilomycin A-Be-

handlung zeigt keine Kolokalisation in Flotillin-2-Knockdown-HaCaT-Zellen 
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Immunfluoreszenz-Doppelfärbung von Lamp1 und Dsg2 in Flot-2-Knockdown-HaCaT-Zellen. Nach einer 
48-stündigen Inkubation der HaCaT-Zellen in einer 12-Well-Platte erfolgte ein Mediumwechsel mit Zusatz 

von 50 nM BafA (+ BafA) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel bei den unbehandelten 
Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz durchgeführt. Nach anschließender 24-stündiger 
Inkubation wurden die Zellen mit MeOH fixiert und mit anti-Dsg2 (rot) und anti-Lamp1 (grün) -Antikör-

pern mittels Immunfluoreszenz gefärbt. Die Markierung der Zellkerne (blau) erfolgte mit DAPI. Maßstab 
= 20µm. 

 
Bei Flot-2 Knockdown-HaCaT-Zellen unterscheiden sich die unbehandelten und die mit 

BafA behandelten HaCaT-Zellen in Abbildung 21 geringfügig voneinander. Man erkennt 

eine vermehrte Verstreuung der Dsg2 Proteine in zytoplasmatischen vesikulären Struktu-

ren der behandelten Zellen und eine Vermehrung der Lysosomen. Eine Kolokalisation ist 

zwar nicht eindeutig feststellbar aber auch nicht auszuschließen, da man minimale gelb-

liche Verfärbungen der klumpigen Strukturen im Zytoplasma erkennen kann.  

 

 

III.7  Expressionslevel von desmosomalen Zelladhäsionsproteinen nach 

Behandlung mit Cycloheximid in HaCaT-Keratinozyten 

Mit BafA wurde der Abbauweg gehemmt, um zu untersuchen ob Flotilline in HaCaT-

Keratinozyten den Abbau regulieren. Um einen möglichen Einfluss von Flotillinen auf 

die Proteinexpression zu untersuchen wurde die Neusynthese von Adhäsionsproteinen in 

HaCaT-Zellen gehemmt. Dafür setzt man Cycloheximid ein- ein Antibiotikum das von 

Streptomyceten produziert wird und bei Eukaryoten die Proteinbiosynthese hemmt. Ähn-

lich wie bei Bafilomycin A wurden die HaCaT-Zellen für 24 Stunden mit Cycloheximid 

behandelt und anschließend die Proteinlysate gewonnen und mittels Western Blot analy-

siert. Die Detektion erfolgte mit spezifischen Antikörpern der aufgeführten desmosoma-

len Zelladhäsionsproteine. Anzumerken ist hier, dass die Konzentration der gewonnenen 

Proteinlysate sehr niedrig war und dadurch die weiteren Untersuchungen erschwert wa-

ren. In der Abbildung 22 ist zu beobachten, dass der Proteinlevel der aufgeführten Prote-

ine unter Einfluss von Cycloheximid sich kaum ändert. Dieses Experiment wurde zwei-

mal wiederholt, und man kam zu dem Schluss, dass der Expressionslevel der untersuchten 

Proteine nicht durch Cycloheximid beeinflusst wird. 
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Abbildung 22: Nach einer Behandlung mit dem Translationshemmer Cycloheximid zeigten sich 
keine signifikanten Veränderungen im Expressionslevel der aufgeführten Zelladhäsionsproteine 

 
Protein-Expressionslevel von Dsg3, Dsg2, Dsg1, PG (y-Cat) und DP (DPL) in Flot-1-Knockdown-(F1-

shRNA), in Flot-2-Knockdown-(F2-shRNA) und HaCaT-Kontrollzellen (sh-control).  
Nach einer 48-stündigen Inkubation der Zellen bei 37°C in einer 6-Well-Platte erfolgte ein Mediumwechsel 
mit Zusatz von 10 µg/ml Cycloheximid (+ CHX) in den zu behandelnden Zellen. Der Mediumwechsel der 

unbehandelten Zellen wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz behandelt. Nach 24-stündiger Inkuba-
tion bei 37°C wurden die Proteinlysate gewonnen und mit Western Blot analysiert. Die Detektion der auf-
geführten Proteine erfolgte mit spezifischen Antikörpern. Flot-1 und Flot-2 wurden detektiert, um den 

Knockdown zu überprüfen. Zudem wurde GAPDH detektiert und als Ladekontrolle verwendet. 
 

 

III.8 Expressionslevel von Zelladhäsionsproteinen nach doppelter Be-

handlung mit Cycloheximid und Bafilomycin A in HaCaT-Kera-

tinozyten 

Abschließend wurde ein Experiment durchgeführt, bei dem beide Substanzen verwendet 

wurden - BafA und Cycloheximid (Abbildung 23). Die Idee dahinter war sicherzustellen, 

dass während der Hemmung des Abbauwegs keine weiteren desmosomalen Proteine syn-

thetisiert werden. Gleichzeitig wurde das Expressionslevel der vorhandenen desmosoma-

len Proteine in Flotillin-Knockdown und -Kontrollzellen beobachtet.  

Die Doppelbehandlung wirkte sich toxisch auf die Zellen aus, so dass es extrem schwierig 

war, genügend Proteinlysate zu gewinnen. Aus diesem Grund wurde der Versuch nur 
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einmal durchgeführt. Ein Einfluss auf den Expressionslevel konnte hierbei nicht festge-

stellt werden. 

 

 

Abbildung 23: Doppelbehandlung mit BafA und CHX in HaCaT-Zellen ergab keine signifikante 

Veränderung im Proteinlevel der aufgeführten Zelladhäsionsproteine 
 
Protein-Expressionslevel von Dsg3, Dsg2, Dsg1, PG (y-Cat) und DP (DPL) in Flot-1-Knockdown-(F1-

shRNA), in Flot-2-Knockdown-(F2-shRNA) und HaCaT-Kontrollzellen (sh-control).  
Nach einer 48-stündigen Inkubation der Zellen bei 37°C in einer 6-Well-Platte erfolgte ein Mediumwechsel 

mit Zusatz von 10 µg/ml Cycloheximid (+ CHX) und 50 nM BafA in den zu behandelnden Zellen. Der 
Mediumwechsel der unbehandelten Zellen (-) wurde mit dem üblichen Medium ohne Zusatz behandelt. 
Nach 24-stündiger Inkubation bei 37°C wurden die Proteinlysate gewonnen und mittels Western Blot ana-

lysiert. Die Detektion der aufgeführten Proteine erfolgte mit spezifischen Antikörpern. Flot-1 und Flot-2 
wurden detektiert, um den Knockdown zu überprüfen. Zudem wurde GAPDH detektiert und als Ladekon-
trolle verwendet. 
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IV Diskussion  

In dieser Studie wurde der Zusammenhang zwischen Flotillinen, die mit Membranmikro-

domänen assoziiert sind, und Desmosomen dargestellt. Auf der einen Seite zeigt sich, 

dass Flotilline in bestimmten Zelltypen bestimmte desmosomale Proteine mehr beeinflus-

sen als andere. So z. B. ist der Proteinlevel und Morphologie sowie die Lokalisation von 

Dsg3 in HaCaT-Keratinozyten durch das Fehlen von Flotillinen stark beeinträchtigt, im 

Gegensatz zu Dsg1, 2, PG und DPL (siehe Abbildung 8 bis 12). Auf der anderen Seite 

wird anhand von Immunfluoreszenz-Färbungen festgestellt, dass Flotilline desmosomale 

Proteine an der Plasmamembran stabilisieren und deren Lokalisation und Morphologie 

beeinflussen (siehe Abbildung 13 undAbbildung 14). Beim Fehlen von Flotillin-1 und 

Flotillin-2 werden desmosomale Proteine wie Dsg3 vermehrt abgebaut (siehe Abbildung 

14 undAbbildung 15). Im Allgemeinen deuten die Daten dieser Studie daraufhin, dass 

Flotilline die Endozytose bestimmter desmosomaler Cadherine (Dsg3) beeinflussen, in-

dem sie den Abbauweg regulieren. Inwieweit Flotilline eine Rolle in der Endozytose dar-

stellen und auf welcher molekularen Ebene es basiert, wurde in dieser Arbeit analysiert. 

 

Verschiedene Studien belegen die Assoziation von Desmosomen mit Membranmikrodo-

mänen (Brennan et al. 2012; Resnik et al. 2011; Stahley et al. 2014). Die Kolokalisation 

von in Membranmikrodomänen vorkommenden Proteinen mit klassischen Cadherinen ist 

seit längerem bekannt (Guillaume et al. 2013; Kurrle et al. 2013b; Solis et al. 2012; Rötzer 

et al. 2015). Zwischen Flotillinen und PG (-Cat) (Kurrle et al. 2013b), Dsg3 bzw. den a-

Isoformen von Desmocollinen besteht eine direkte Verbindung. Dabei fungiert die ICS-

Sequenz der desmosomalen Cadherine vermutlich als Bindestelle (Völlner 2016). 

Welchen Effekt die Bindung an Flotillinen auf die desmosomalen Proteine hat, wurde 

bislang nicht vollständig aufgeklärt. Neben den fest in den Desmosomen verankerten  und 

mit dem Zytoskelett assoziierten desmosomalen Cadherinen (desmosomaler Pool) liegen 

desmosomale Cadherine auch außerhalb der Desmosomen an der Plasmamembran vor 

(extradesmosomaler Pool) (Windoffer et al. 2002). Zwischen den beiden Pools findet ein 

ständiger Austausch statt, der es den Desmosomen ermöglicht, einerseits dynamisch und 

flexibel zu bleiben und andererseits ihre Aufgabe im Rahmen der Zelladhäsion zu erfül-

len. Da Flotilline einen eigenen Mikrodomänenbereich darstellen, stellt sich die Frage, 

ob Flotilline die Mikrodomänen-Assoziation von desmosomalen Cadherinen und die Dy-

namik zwischen den Desmosomen gebundenen und den nicht Desmosomen gebundenen 
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Pool beeinflussen. Diese Fragestellung untersuchten Völlner et al. (2016) mithilfe der 

sequentiellen Detergenz-Extraktion an HaCaT-Kontrollzellen und Flot-1- und -2-Knock-

down-Zellen. Mit dem Experiment kann man die Verteilung der desmosomalen Kompo-

nenten in den beiden Pools analysieren. Durch eine Extraktion mit einem Triton X-100-

haltigen Puffer wurden die Proteine des extradesmosomalen Pools abgetrennt. Anschlie-

ßend wurden die mit dem Zytoskelett verbundenen Proteine des desmosomalen Pools mit 

einem SDS- und Harnstoff-haltigen Puffer gelöst. Die Proteinzusammensetzung beider 

Pools wurde durch Western-Blots analysiert, wobei keine Veränderungen der Verteilung 

desmosomaler Cadherine in Flotillin-depletierten HaCaT-Zellen auftraten. Diese Be-

funde belegen, dass Flotilline die Verteilung desmosomaler Cadherine zwischen beiden 

Pools nicht beeinflussen. Zudem zeigten Dichtegradienten-Experimente von Dsg3, Dsg1 

und PG keine signifikante Veränderung der Assoziation der desmosomalen Cadherine an 

Membrane-Rafts (Völlner et al. 2016). In den HaCaT-Kontrollzellen und in den Flot-1- 

und -2-Knockdown-Zellen befand sich der größte Anteil von Dsg3 im desmosomalen 

Pool und der größte Anteil von Dsg1 im extradesmosomalen Pool an der Plasmamembran 

(Völlner et al. 2016). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass Dsg3 den Hauptbestandteil 

von Desmosomen in HaCaT-Keratinozyten darstellt. Störungen in der Dsg3 Funktion 

führen zu der schwerwiegenden Hauterkrankung Pemphigus vulgaris (Delva et al. 2008). 

Die Desmosomen enthalten in verschiedenen Gewebe unterschiedliche desmosomale 

Cadherine (Schäfer et al. 1996). Störungen in der Dsg2-Synthese verursachen daher keine 

Hauterkrankung, sondern manifestieren sich im Herzmuskelgewebe als ARVC (Awad et 

al. 2006) und im Darm in Form einer gestörten Barrierefunktion (Schlegel et al. 2010).  

In der vorliegenden Studie unterschieden sich die Proteinniveaus von Dsg2  in den Flo-

tillin-depletierten HaCaT-Zellen nicht signifikant von den Niveaus in den HaCaT-Kon-

trollzellen, im Gegensatz zu den Niveaus von Dsg3 (Völlner et al. 2016). Für diesen Be-

fund gibt es mehrere Erklärungsmöglichkeiten. Zum einen befinden sich die Zellen je 

nach Konfluenz in einem anderen Stadium und dadurch ist möglicherweise die Variation 

aufgrund der unterschiedlichen Konfluenz der Zellen in den vier Versuchsreihen zu groß 

gewesen. Zum anderen ist bekannt, dass Dsg2 kein Hauptbestandteil von Desmosomen 

in Keratinozyten ist. Aufgrund des gewebespezifischen Expressionsmusters von Dsg2, 

wäre eine Wiederholung der Experimente in Herzmuskelzellen oder Darmzellen sinnvoll 

(Schäfer et al. 1996; Ungewiß et al. 2017; Kessler et al. 2019).  
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In den Immunfluoreszenzfärbungen von Dsg2 in den Flotillin-depletierten HaCaT-Kera-

tinozyten fiel eine Fehllokalisation von Dsg2 auf. Anders als in den HaCaT-Kontrollzel-

len, in denen das Dsg2 mehrheitlich an der Plasmamembran gebunden vorlag, war die 

Verteilung in diesen Zellen deutlich weniger geordnet an der Plasmamembran lokalisiert 

als in den Kontrollzellen. Somit deuten diese Ergebnisse doch darauf hin, dass Flotilline 

die Lokalisation von Dsg2 beeinflussen.  

 

Weiterhin ist die Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse zum Effekt von Flotillinen 

auf das DP-Niveau in Flotillin-Knockdown-HaCaT-Zellen aufgrund der Variation in den 

vier Experimentreihen gering. Eine mögliche Erklärung für die Variation ist die unter-

schiedliche Konfluenz der Zellen in den Experimenten, ähnlich wie bei Dsg2. Immunflu-

oreszenzfärbungen zeigten aber, dass DP ähnlich wie Dsg2 und Dsg3 eine veränderte 

Morphologie und Lokalisation in Flotillin-Knockdown-HaCaT-Zellen im Vergleich zu 

Kontrollzellen aufweist (Völlner et al. 2016). Diese Ergebnisse stimmen mit weiteren 

Studien überein, die in diesen Zellen eine veränderte Lokalisation von E-Cadherin und -

Cat an der Plasmamembran beobachteten (Guillaume et al. 2013; Kurrle et al. 2013b; 

Solis et al. 2012). Insgesamt deutet die aktuelle Datenlage daraufhin, dass Flotilline an 

der Regulation und Stabilisation von Zelladhäsionsproteinen an der Plasmamembran be-

teiligt sind. 

Der gesteigerte Abbau von desmosomalen Cadherinen und die veränderte Morphologie 

sowie Fehllokalisation in Flotillin-depletierten HaCaT-Zellen in der vorliegenden Studie 

spricht für eine Schwächung der Zelladhäsion. Um diese These zu überprüfen, setzten 

Völlner et al. (2016) Flotillin-depletierte HaCaT-Keratinozyten und Kontrollzellen in ei-

nem Dispase-basierten Dissoziationstest (DBDA) ein, bei dem mit Dispase II behandelte 

konfluente Zellmonolayer mechanischen Scherkräften ausgesetzt wurden. Dabei kam es 

in den Flot-1- und -2-Knockdown-HaCaT-Keratinozyten zu einer Fragmentierung der 

Zellmonolayer, während bei den Kontrollzellen die Zellmonolayer nahezu intakt blieben. 

Weiter führten die Wissenschaftler einen Aggregationstest durch, bei dem die Fähigkeit 

einzelner Zellen Aggregate zu bilden gemessen wird. Der Aggregationstest ergab überra-

schenderweise eine um den Faktor 5 erhöhte Aggregationskapazität bei den Flotillin-

depletierten HaCaT-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die auf den ersten Blick 

widersprüchlichen Befunde erklären die Autoren damit, dass der DBDA-Assay spezifisch 

die durch Desmosomen vermittelte Adhäsivität misst, während das Ergebnis des Aggre-

gationstests auch von anderen Adhäsionsverbindungen (z.B. durch klassische Cadherine) 
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abhängt. Eine durch den Flotillin-Knockdown gestörte desmosomale Adhäsion führt zu 

einer verstärkten Reaggregation der Zellen untereinander, wahrscheinlich bedingt durch 

übersteigerte Adhärensverbindungen (Völlner et al. 2016). 

 

Die Beeinträchtigung der Zelladhäsionsmoleküle in den Flotillin-depletierten Zellen 

scheint die Membranverteilung und Assoziation nicht zu beeinflussen (Völlner et al. 

2016). Daher besteht die Möglichkeit, dass Flotilline durch andere Mechanismen desmo-

somale Cadherine beeinflussen. Da Flotilline bei der Endozytose eine Rolle spielen 

(Meister und Tikkanen 2014) könnte dieser Prozess mit der Beeinträchtigung der Desmo-

somen zusammenhängen. Die molekularen Mechanismen der Flotillin-gesteuerten Endo-

zytose von desmosomalen Proteinen sind aktuell noch nicht vollständig aufgeklärt.  

Im Allgemeinen unterscheidet man bei der Endozytose Clathrin-abhängige und Clathrin-

unabhängige Wege. Beim Clathrin-unabhängigen Mechanismus unterscheidet man ver-

schiedene Endozytose-Wege an denen unterschiedliche Proteine bzw. Strukturen (z.B. 

Caveolin, Clathrin-independent-carriers (CLIC) / Glycosylphophotidylinositol-anchored 

protein enriched compartments (GEEC), Interleukin-2-Rezeptor IL2R), ADP-ribo-

sylation factor 6 (Arf6) und Flotillin) beteiligt sind (Doherty und McMahon 2009; Hansen 

und Nichols 2009; Sandvig et al. 2011). Der Clathrin-abhängige Endozytose-Weg benö-

tigt Dynamin, wohingegen Clathrin-unabhängige Endozytose-Wege zum Teil auch Dy-

namin-unabhängig ablaufen. Als GTPase ist Dynamin auch an anderen Trafficking-Pro-

zessen beteiligt (Meister et al. 2014). Mit Hilfe von Dynamin schnüren sich die neu ge-

bildeten endozytotischen Vesikel von der Plasmamembran ab. Dabei bildet das Protein 

eine spiralförmige Struktur um den Hals des abzuschnürenden Vesikels. Im Zuge der 

GTP-Hydrolyse legt sich das Dynamin enger um den Hals des Vesikels und spaltet es 

von der Membran ab. Dynamin ist auch am Export von Proteinen aus dem Golgi-Apparat 

(Liu et al. 2008) und am Recycling von Proteinen beteiligt (Nicoziani et al. 2000; van 

Dam et al. 2002; Doherty und McMahon 2009).  

Vor einigen Jahren gab es Studien die versuchten die Hypothese zu belegen, dass Flotil-

line einen autonomen, Clathrin-unabhängigen Mechanismus für die Internalisierung be-

stimmter Proteine (z.B. CD59, Choleratoxin B-Untereinheit, Proteoglykane, kationische 

Moleküle) darstellen (Frick et al. 2007; Glebov et al. 2006). Heutzutage ist diese An-

nahme verworfen und man geht eher davon aus, dass Flotilline an prä-endozytären Me-

chanismen beteiligt sind. Flotilline spielen dabei eine Rolle in der Clusterbildung von 

Proteinen an der Plasmamembran (Cremona et al. 2011; Schneider et al. 2008; Amaddii 
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et al. 2012). Verschiedene Proteine (z.B. Amyloid-Precursor-Protein (APP), Dopamin-

Transporter (DAT), EGF-Rezeptor), die durch den Clathrin-abhängigen Weg internali-

siert werden, werden zuvor Flotillin-abhängig zu Clustern zusammengefasst (Meister und 

Tikkanen 2014). Die Internalisierung von Flotillin selbst wird Dynamin- und Clathrin-

abhängig durch den EGF-Wachstumsfaktor induziert (Neumann-Giesen et al. 2007; 

Babuke et al. 2009) .  

Die Endozytose von desmosomalen Cadherinen erfolgt über einen Clathrin-unabhängi-

gen Endozytose-Weg, an dem Membrancholesterin und Membranmikrodomänen (Rafts) 

beteiligt sind (Brennan et al. 2012; Chen et al. 2012; Delva et al. 2008). Laut Chen et al. 

(2012) erfolgt die Internalisierung von Dsg2 über einen Cholesterin-sensitiven, Dynamin-

abhängigen Endozytose-Weg. Dabei hemmt die Desmoglein-Unique-Region (DUR), 

eine Domäne die sich in Desmogleinen befindet, die Dsg2-Internalisierung und verstärkt 

die Zelladhäsion. Zudem postulieren die Autoren, dass die Endozytose von Dsg2 von 

Flot-1 unabhängig ist. Die Ergebnisse in dieser Arbeit deuten gleichfalls daraufhin, dass 

Flotilline keinen Einfluss auf die Dsg2 Endozytose haben. In Abbildung 19-21 ist zu er-

kennen, dass die Lokalisation und Morphologie von Dsg2 in Flotillin Knockdown Zellen 

zwar betroffen sind, aber die Endozytose nach BafA Behandlungen kaum bis keine Aus-

wirkungen auf Dgs2 in Flotillin Knockdown Zellen hat im Vergleich zu Dsg3 (siehe Ab-

bildungen 16-18). Demnach kann man sagen, dass Flotilline zwar die Dsg2 Stabilisierung 

an der Plansmamembrn beeinflussen, jedoch nicht die Degradation bzw. Endozytose von 

Dsg2. Im Gegensatz dazu wurde in der Studie von Völlner et al. (2016) und in der vor-

liegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen Flotillinen und Dsg3 hinsichtlich der Sta-

bilisierung an der Plasmamembran sowie auch der Endozytose aufgezeigt.  

 

Caveolin ist ein weiteres membranständiges Protein, das in sackförmigen Einbuchtungen 

der Plasmamembran an Endozytose-Prozessen beteiligt ist (Chen et al. 2012). Wie Expe-

rimente von Chen et al. (2012) mit Caveolin-Knockdown-Zellen belegen, scheint die En-

dozytose von desmosomalen Cadherinen weitgehend Caveolin-unabhängig zu sein. Die 

Autoren schließen aber nicht aus, dass desmosomale Cadherine zu einem geringen Anteil 

auch Caveolin-1 zur Internalisierung nutzen. Desmosomale Cadherinen wie Dsg2 können 

mit Caveolin-1 interagieren (Brennan et al. 2012). 

Die Notwendigkeit von Dynamin bei der Endozytose von desmosomalen Cadherinen 

wird kontrovers diskutiert. Delva et al. (2008) fanden bei einer Überexpression einer do-
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minant negativen Dynamin-2-Mutante Lys44Ala30 eine Dynamin-unabhängige Endozy-

tose von Dsg3 nach Induktion mit Pemphigus vulgaris Antikörpern. Dagegen wiesen 

Chen et al. (2012) mithilfe eines Dynamin-Inhibitors (Dynasore) die Abhängigkeit der 

Dsg2-Endozytose von Dynamin nach. Völlner et al. (2016) gehen davon aus, dass die 

durch Pemphigus vulgaris Antikörper vermittelte Dsg3-Endozytose sich von der physio-

logischen Endozytose unterscheidet, da sie mit Dynamin-Inhibitoren (MiTMAB, Dy-

nasore) nachweisen konnten, dass die physiologische Endozytose von Dsg3 in HaCaT-

Zellen Dynamin-abhängig verläuft. Darüber hinaus verbesserten die beiden Dynamin-

Inhibitoren in Flotillin-depletierten HaCaT-Zellen die Fehllokalisation von Dsg3, so dass 

die Verteilung des Proteins annähernd der in den Kontrollzellen entsprach. Zudem ist die 

von Delva et al. (2008) verwendete Dynamin-Mutante nicht spezifisch genug, um eine 

Dynamin-Abhängigkeit komplett auszuschließen (Völlner et al. 2016).  

 

Kürzlich wurde gezeigt, dass Flotilline an dem ESCRT-(endosomal sorting complexes 

required for transport)-vermittelten Transport von ubiquitinierten Frachtproteinen in 

Lysosomen beteiligt sind (Meister et al. 2017). In Flotillin-Knockdown-Zellen sammelt 

sich der ubiquitinierte EGF-Rezeptor in späten Endosomen an, was zur Vergrößerung 

dieser Vesikel führt. Flot-1 interagierte mit den Untereinheiten von ESCRT-0- und 

ESCRT-I-Komplexen. Diese Befunde führten zu der Annahme, dass ESCRT-Komplexe 

Flotilline benötigen, um miteinander zu interagieren und um ubiquitinierte Proteine zu 

erkennen und zu sortieren. Weiter scheinen Flotilline, ähnlich wie manche andere Prote-

ine, eine Clusterfunktion an der Membran zu übernehmen (Amaddii et al. 2012; Schnei-

der et al. 2008) und so den ESCRT-vermittelten Abbau in Lysosomen vorzubereiten.  

Auf der Basis der Befunde der vorliegenden Studie stellt sich die Frage, ob desmosomale 

Proteine ebenfalls ubiquitiniert werden und mithilfe von Flotillinen über den ESCRT-

vermittelten Weg zu den Lysosomen gelangen. Neben dem lysosomalen System findet 

man das UPS System, ein weiterer intrazelluläer Abbauweg, das mit Proteasomen funk-

tioniert. Löffek et al. (2012) fanden einen Zusammenhang zwischen dem desmosomalen 

Protein DP und dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS). Sie demonstrierten, dass bei 

einer UPS-Hemmung durch niedrige Calcium-Konzentration der Abbau von DP durch 

UPS inhibiert wird, wodurch es an den Zell-Zell-Kontaktstellen akkumulierte und die 

Zellkontakte stabilisierte. Andere desmosomale Proteine wie Dsg1 und -Cat reagierten 

auf eine UPS-Hemmung dagegen nicht mit einer Akkumulation an den Kontaktstellen 
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(Löffek et al. 2012). Verschiedene Studien zeigten eine Beteiligung des UPS am Umsatz 

des Adhärensverbindung Proteins -Cat (Salomon et al. 1997; Sadot et al. 2000).  

Das UPS übernimmt zahlreiche regulatorische Funktionen in der Zelle. Dazu zählen der 

Abbau von Proteinen, die Zellzyklusprogression, Signaltransduktion, Transkriptionsre-

gulation, die Entfernung von Rezeptoren auf der Zelloberfläche und die Endozytose. Stö-

rungen des UPS haben potentiell schwerwiegende Erkrankungen wie Alzheimer oder eine 

Tumorprogression zur Folge. Das hochkonservierte Ubiquitin ist in der Lage, verschie-

dene Proteine zu modifizieren. Die Anzahl der mit einem Protein ligierten Ubiquitine und 

die Position der Ligation steuern die Verteilung der Proteine in der Zelle. Die kovalente 

Ligation von Ubiquitin an Proteinen wird durch drei Enzyme (E1–E3) katalysiert. Dabei 

werden Mono-, Oligo-, Multi- und Poly-Ubiquitinierungen unterschieden. Poly-ubiquiti-

nierten Zielproteine werden in Abhängigkeit von der Verknüpfungsstelle dem Proteasom 

(Lysin 48) oder Lysosomen (Lysin 63) zugeführt. Mono- und Multi-Ubiquitinierungen 

ermöglichen auch die Interaktion mit weiteren Proteinen. Oligo-ubiquitinierte Proteine 

fungieren als Transkriptionsregulatoren. Da das UPS zahlreiche Prozesse in der Zelle be-

einflusst, sollte seine Rolle für die Verteilung desmosomaler Proteine analysiert werden. 

Weiterhin bleibt die Frage nach der Beteiligung von Flotillin- und ESCRT-vermittelten 

endosomalen Sortierung von Desmogleinen offen (Hershko 1998; Peters et al. 1998). 

 

In der vorliegenden Studie wurde mithilfe von Proteinbestimmungen und Immunfluores-

zenzfärbungen das Verhalten von desmosomalen Proteinen in Flotillin-Knockdown-Zel-

len nach Hemmung des lysosomalen Abbauwegs beobachtet. Dabei zeigte sich wie er-

wartet eine intrazelluläre Akkumulation von Dsg3 in Lysosomen und eine signifikante 

Erhöhung des Proteinlevels von Dsg3 (Völlner et al. 2016). Diese Befunde deuten darauf 

hin, dass es beim Fehlen von Flotillinen zu einer gesteigerten Endozytose von Dsg3 ge-

folgt von einem lysosomalen Abbau kommt. Die Untersuchung der Lokalisation von 

Dsg2 in Flotillin-Knockdown-HaCaT-Zellen nach Inhibition des lysosomalen Abbauwe-

ges ergab nur eine minimale Anreicherung von Dsg2 in den Lysosomen. Diese Unter-

schiede zwischen Dsg2 und Dsg3 deuten an, dass sich der Abbaumechanismus von ver-

schiedenen desmosomalen Cadherinen unterscheidet. Für die detektierten Unterschiede 

in dem verwendeten experimentellen Modell kommen aber verschiedene Ursachen in 

Frage. Zum einen könnte Dsg2 anders als Dsg3 nicht vollständig lysosomal abgebaut 

werden, sondern über einen Recycling-Prozess transportiert werden. Zum anderen könn-

ten Flotilline in HaCaT-Keratinozyten am Abbau von Dsg2 weniger stark beteiligt sein 
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als am Abbau von Dsg3. Die Tatsache, dass Flotilline Dsg3 an der Plasmamembran sta-

bilisieren spricht auch dafür. 

 

Auf der Basis der direkten Bindung von Flotillinen an desmosomale Cadherine und -

Cat, dem gesteigerten Umsatz von Dsg3 und der veränderten Morphologie und Fehlloka-

lisation von desmosomalen Proteinen in Flotillin-Knockdown-Zellen wurde ein Modell 

entwickelt, dass den Einfluss von Flotillinen auf desmosomale Proteine auf molekularer 

Ebene beschreibt. 

 

 

Abbildung 24: Einfluss von Flotillin 1 und 2 auf desmosomale Cadherine 

In einer Kontrollzelle, in der Flotilline in einer normalen Konzentration gebildet werden, werden desmoso-

male Cadherine an der Plasmamembran stabilisiert, sodass stabile Desmosomen gebildet werden und somit 

eine stabile Haftbindung zwischen den Zellen möglich ist. Flotilline scheinen zudem den Abbau einiger 

desmosomaler Cadherine zu regulieren. Neben Recycling-Mechanismen sind sie an prä-endozytären Pro-

zessen beteiligt und regulieren so den desmosomalen Abbau. In Flotillin -Knockdown-Zellen, in der Flotil-

line kaum produziert werden, scheinen diese Mechanismen gestört zu sein, sodass es zu vermehrter Degra-

dation von desmosomalen Cadherinen kommt und ein verminderter Proteinlevel bestimmter desmosomaler 

Cadherine (Dsg3) zu beobachten ist.  
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Die erste Annahme ist, dass Flotilline ein Gerüst bilden, um desmosomale Cadherine an 

der Plasmamembran in Clustern zusammenzufassen und zu stabilisieren, ähnlich wie im 

EGF-Rezeptor-Signalweg (Amaddii et al. 2012). Daher äußert sich das Fehlen von Flo-

tillinen in HaCaT-Knockdown-Zellen in einer Fehllokalisation von desmosomalen Pro-

teinen und einem gesteigerten Umsatz, der insgesamt zu einer verminderten und ge-

schwächten desmosomalen Adhäsion führt (Völlner et al. 2016). Die zweite Annahme 

beruht darauf, dass Flotilline an Recycling-Prozessen in Endosomen, die für desmoso-

male Cadherine essentiell sind, beteiligt sind. Somit wird durch das Fehlen von Flotillinen 

das Recycling von desmosomalen Cadherinen gestört und daher werden sie vermehrt ab-

gebaut. Nach der letzten Annahme existieren mehrere Endozytose-Wege. Fehlen Flotil-

line, wird der schnellere Endozytose-Weg aktiviert, was zu einem gesteigerten Abbau 

von manchen desmosomalen Proteinen, vor allem Dsg3, und letztlich zu einer Schwä-

chung der Zelladhäsion führt. 
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V Ausblick 

Einige Aspekte inwieweit Flotilline einen differenzierten Einfluss auf desmosomale Cad-

herine haben können, wurden in dieser Arbeit dargestellt. Es stellt sich nun die Frage, 

nach welchen Kriterien bzw. Bedingungen Flotilline so einen differenzierten Einfluss 

ausüben können. Sind dies Gewebeabhängige Faktoren, die in Betracht gezogen werden 

sollten? Zumal bekannt ist, dass desmosomale Cadherine gewebespezifische Expressi-

onsmusster haben (Schäfer et al. 1996; Ungewiß et al. 2017; Kessler et al. 2019). Eine 

Untersuchung der Interaktion zwischen Flotillinen und desmosomalen Cadherine in ver-

schiedenen Gewebearten (z.B. Herzmuskelzellen und Darmzellen) wäre von Vorteil, um 

dies zu verstehen.  

Darüber hinaus wurde in dieser und in weiteren Studien nahe gelegt, dass Flotilline am 

ehesten durch eine Regulation der Endozytose bestimmte desmosomale Cadherine 

(Dsg3) beeinflussen können. Durch die erlangten Ergebnisse sind einige Annahmen ent-

standen: Auf der einen Seite könnten Flotilline ein Art Gerüst für desmosomale Cadherine 

darstellen und stabislieren diese an der Plasmamembran, auf der anderen Seite könnten 

Flotilline eine entscheidende Rolle bei Recycling-Prozessen in Endosomen für bestimmte 

desmosomale Cadherine tragen. Ein Forschungsansatz zur detaillierten Differenzierung 

der oben geannten Hypothesen ist notwendig.  

Desweiteren scheinen desmosomale Cadhereine wie Dsg2 einen anderen Abbau-Mecha-

nismus zu haben als Dsg3. Hier wäre die Erforschung der unterschiedlichen Endozytose-

Wege bei desmosomalen Cadherinen interessant, besonders da in anderen Studien gezeigt 

wurde, dass Flotilline auch am UPS Abbauweg interagieren können.  
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I. Zusammenfassung 

 

Einleitung  

Desmosomen kommen als wichtige Strukturen der Zell-Zell-Adhäsion vermehrt in Ge-

weben mit hoher mechanischer Belastung vor. Die desmosomale Adhäsion benachbarter 

Zellen erfolgt über membranständige desmosomale Cadherine. Intrazellulär werden die 

Cadherine durch Proteine der Armadillo Proteinfamilie (Plakophilin (PKP) und γ-Catenin 

(PG)) an Desmoplakin geknüpft, welches wiederum die Verbindung zum Zytoskelett her-

stellt.  

Postuliert wird die Existenz zweier Pools an desmosomalen Cadherinen (desmosomaler 

Pool: fest in Desmosomen verankerte Cadherine; extradesmosomaler Pool: nicht in Des-

mosomen fest integrierte Cadherine), wodurch eine schnelle Anpassung der Desmosomen 

möglich wird. Der Abbau desmosomaler Cadherine ist nur unvollständig geklärt. Man 

geht davon aus, dass der extradesmosomale Pool schneller endozytiert und entweder lyso-

somal abgebaut oder recycelt wird. 

Flotilline (Flot -1, Flot 2) sind zelltyp- und differenzierungsspezifisch an der zytoplasma-

tischen Seite der Plasmamembran in Mikrodomänen oder in Lysosomen, Endosomen, 

Phagosomen und Exosomen lokalisiert. Die Proteine sind an Transport- und Sortierungs-

prozessen, Signaltransduktionswegen, der Zellproliferation, der Regulation des Zytoske-

letts und an der Endozytose beteiligt. Eine Ko-Lokalisation von Flotillinen und Adhäsi-

onsmolekülen in Membranrafts und Zellkontakt-Strukturen macht eine Interaktion dieser 

Proteine wahrscheinlich. In verschiedenen Zellen führt eine Flot-1/Flot-2-Depletion zu 

einer Konzentrationsabnahme desmosomaler Proteine sowie zu einer Störung der Struk-

tur und Anordnung der Adhärenzverbindung und somit der Zellkontakte.  

 

Zielsetzung 

Ziel dieser Studie war die Analyse des Einflusses der Flotilline auf desmosomale Cadhe-

rine. Dabei stand die Fragestellung im Vordergrund, inwieweit und über welche moleku-

laren Mechanismen Flotilline den Abbauweg desmosomaler Cadherine beeinflussen.  

 

Ergebnisse 

Flotillin-Knockdown Zellen zeigten im Vergleich zu Kontrollzellen eine diffuse Vertei-

lung und Lokalisation von Dsg2 und Dsg3 an der Plasmamembran. Zudem akkumulierten 
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Dsg2 und Dsg3 stärker im Zytoplasma. Das Fehlen von Flotillinen verminderte das Pro-

teinlevel von Dsg3 signifikant. Dagegen traten keine signifikanten Veränderungen bei 

den Proteinniveaus von Dsg 1, 2 und PG auf. 

Nach Hemmung des lysosomalen Abbauwegs kam es zu einer signifikanten Erhöhung 

der Dsg2 und Dsg3 Proteinlevel in den Flotillin-Knockdown-Zellen, was auf einen er-

höhten Abbau dieser Proteine beim Fehlen von Flotillinen hindeutet. In Flot-1-/Flot-2-

Knockdown-Zellen zeigten Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen eine Ko-Lokalisation 

lysosomaler Strukturen mit Dsg3 im Zytoplasma. Eine derartige Kolokalisation konnte 

für Dsg2 und Lysosomen nicht detektiert werden.  

 

Schlussfolgerung 

Eine Flotillin-Depletion führt zu einer Destabilisierung desmosomaler Cadherine an der 

Plasmamembran von HaCaT-Keratinozyten. Der Einfluss der Flotilline auf die Protein-

niveaus verschiedener desmosomaler Adhäsionsproeine ist unterschiedlich. Dsg3 wird 

beim Fehlen der Flotilline verstärkt lysosomal degradiert, während Dsg2 zwar destabili-

siert, aber nur zu einem geringen Anteil lysosomal abgebaut wird. Man geht hier von 

anderen Abbaumechanismen aus, die nicht den lysosomalen Weg entsprechen wie bei 

Dsg3.  
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II. Summary 

Introduction 

Desmosomes are prevalent in tissues with high mechanical stress. The desmosomal ad-

hesion of adjacent cells is based on membrane bound desmosomal cadherins, the desmo-

collins (Dsc 1–3) and desmogleins (Dsg 1–4). Intracellularly, the cadherins are linked by 

proteins of the armadillo family (plakophilin (PKP) and γ-Catenin (PG)) to desmoplakin, 

which establishes a connection to the cytoskeleton (intermediate filaments). 

The existence of two pools of desmosomal cadherins is postulated (desmosomal pool: 

cadherins firmly attached to desmosoms; extradesmosomal pool: cadherins that are not 

firmly integrated into desmosomes), which allows a fast adaption of the desmosomes. 

The turnover of desmosomal cadherins has not yet been fully elucidated. It has been sug-

gested that endocytosis that leads to lysosomal degradation or recycling occurs faster 

within the extradesmosomal pool  

Flotillins (Flot -1, Flot 2) are localized in a cell type and differentiation specific manner 

on the cytoplasmic side of the plasma membrane in microdomains or in endosomes, phag-

osomes and exosomes. They participate in transport processes, signal transduction, cell 

proliferation, regulation of the cytoskeleton and endocytosis. The co-localization of flo-

tillins and adhesion molecules in membrane rafts and cell adhesion structures implies an 

interaction between these proteins. In different cell types, Flot-1/Flot-2-depletion leads to 

a decrease in the level of desmosomal proteins, as well as to a disturbance of the structure 

and arrangement of adherence junctions and thereby to a disruption of cell contacts.  

 

Aim of the study 

The aim of the study was the analysis of the influence of flotillines on desmosomal cad-

herins. Priority was given to the question, to what extend and through which mechanisms 

flotillines influence the degradation processes of desmosomal cadherines.  

 

Results  

Flotillin knockdown cells, in comparison to wildtype cells, showed a diffuse distribution 

and localization of Dsg2 and Dsg3 at the plasma membrane. Furthermore, Dsg2 and Dsg3 

accumulated to a higher extend in vesicular structures in the cytoplasm. The lack of flo-

tillins diminished the protein level of Dsg 3 significantly. In contrast, there were no sig-

nificant changes in the protein levels of Dsg 1, 2 and PG. The inhibition of the lysosomal 
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degradation pathway resulted in an accumulation of Dsg 2 and Dsg 3 in flotillin knock-

down cells, indicating a higher extend of degradation in the absence of flotillins. Using 

immunofluorescence double staining, a colocalization of lysosomals structures and Dsg 

3 was observed in cytoplasmic vesicles of Flot-1-/Flot-2-knockdown-cells. For Dsg 2, 

such a colocalization could not be found.  

 

Conclusion 

Flotillin depletion leads to a destabilization of desmosomal cadherins in the plasma mem-

brane of HaCaT-keratinocytes. The influence of flotillins on the protein level varies be-

tween different desmosomal adhesion proteins. In the absence of flotillins, Dsg3 is effi-

ciently degraded by lysosomes, whereas Dsg2, although being destabilized at the plasma 

membrane, is degraded to a lesser extend in lysosomes. This suggests a different turnover 

pathway and different dependency on flotillins for Dsg2 than Dsg3. 
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